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INTRODUCCION
El dano térmico produce en las células bacterianas gran 
variedad de cambios estructurales y funclonales. La injuria 
térmica de los microorganismos constituye una respuesta,cataliza- 
da por el calor, que se manifiesta en una diferencia en el nûmero 
de células viables que se desarrollan en dos o nés medios de 
recuento distintos (Gémez, 1977). Se supone que la injuria térmica 
precede a la muerte térmica.
Para poder determiner cuâles son los tipos de dano térmico 
celular que se necesitan reparar antes de la reiniciacidn del 
crecimiento y divisidn celular, se debe establecer la importancia 
relative de las alteraciones estructurales y funcionales que ocurren 
durante la injuria térmica y su reparacidn.
La integridad funcional de una célula bacteriana depends en 
sobremanera del manteniraiento de la integridad estructural y 
funcional de su DNA. El nucleoide o cromosoma plegado de 
Escherichia coli es una estructura particulada que, segûn se 
piensa hoy, es similar al cromosoma tal y como éste se encuentra 
in vivo. El nucleoide comprende la totalidad del DNA celular junto 
con RNA y proteina formando una estructura compacta (Pettijohn,
1976) y los cambios que esta estructura sufre quedan refiejados 
en variaciones de sus propiedades de sedimentacidn. La dependencia 
del coeficiente de sedimentacidn del nucleoide en la velocidad 
de centrifugacidn ha demostrado ser una herramienta ûtil a la 
hora de examiner los cambios estructurales (Hecht et al. 1977).
La influencia que el dano térmico ejerce en el nucleoide no
ha sido estudiada hasta la fecha. Esta tesis tlene como propdsito 
fundamental el investigar los cambios que el nucleoide de 
Escherichia coli sufre durante el dano térmico, su reparacidn, 
y la relacidn del dano del nucleoide con la viabilidad celular 
en cultivos en plaças.
II._______REVISION BIBLIOGRAFICA
A^________dano TERMICO Y SU REPARACION
1. Definicidn de términos e importancia de la injuria térmica.
La muerte o inactivacién bacteriana ha sido definida como 
"el cese en la divisién celular con la consiguiente ausencia de 
colonias visibles en plaças de un medio nutritive" (GÔmez, 1977).
La metodologla que se ha empleado al estudiar los mecanismos de 
inactivacién térmica ha consistido en determiner las alteraciones 
que el calor produce en 16s diferentes componentes celulares 
(proteinas, DNA, pNA y membrana) y establecer su relaciôn con la 
viabilidad celular.
Al tratar de delimiter un umbral para la inactivacién térmica 
de las células, nos encontramos con una bibliografla que demuestra 
que la inactivacién celular no es un proceso que responda a la 
ley del todo o nada sino que dependiento de diverses condiciones 
ambientales una misma bacteria puede raorir é recuperarse del dano 
térmico y empezar a crecer y dividirse de nuevo.
Injuria térmica en microorganismos es un térmico que "se usa 
para describir una respuesta catalizada por el calor y que se 
manifiesta como una diferencia en el nûmero de colonias (células 
viables) que se obtienen en dos o mâs medio nutritives de diferente 
composicién" (Gémez, 1977). Cierto nûmero de células serian capaces 
de reparar el dano térmico bajo las condiciones de un cierto medio 
pero no lo serian y aparecerian como muertas o inactivas en otro.
Se dé por sentado que la injuria térmica es el fenémeno precursor
de la muerte o inactivacién por el calor. Resultados hipotéticos 
que demuestran la injuria témica y su posterior reparacidn se 
incluyen en la Figura 1.
La injuria térmica de diferentes especies microbianas ha 
sido claramente establecida, entre otras, en: Staphylococcus
aureus. Streptococcus faecalis. Salmonella typhimurium, Escherichia 
coli, Aerobacter aerogenes. Pseudomonas fluorescens. Vibrio marinus. 
Bacillus subtilis. Clostridium botulinum y Candida utilis (Busta, 
1976).
El grado de injuria térmica puede variar si se combina con 
otros agentes como: congelacién y descongelacién, liofilizacién,
reduccién de la humedad, medio nutritivo, irradiacién, adicién 
de conservadores acidulantes, etc. (Busta, 1976). Las caracteris- 
ticas fisicas y quimicas del medio en el cual las bacterias se 
reparan son muy importantes e incluso algunos factores que 
normalmente no se toman en cuenta pueden tener una influencia 
considerable. Por ejemplo, el tipo de agar empleado en solidificar 
el medio puede crear una diferencia de 2 ciclos logarltmicos en 
el nûmero de células de E. coli despues de un calentamiento a 52®C 
durante 5 minutos (Pellén y Gémez, 1979).
La injuria raicrobiana causada por el calor es un estado tem­
poral y las células lesionadas tienen la capacidad de recuperar 
su estado fisiologico normal y volver a crecer y dividirse. El 
restablecimiento de las caracterlsticas fisiolégicas y estructura­
les perdidas durante el dano térmico ha sido definido como "proceso 
de recuperacién o reparacién." Tambien se le ha llamado resuci- 
tacién, que quiere decir renacimiento de las células despues de 
una muerte aparente. (Busta, 1978).
I
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FIGURA 1. RESULTADOS HIPOTETICOS QUE DEMUESTRAN 
LA INJURIA DE LOS MICROORGANISMOS Y SU 
POSTERIOR REPARACION (BUSTA,F.F.; 1978).
6La importancia prâctica de la injuria térmica de los microor­
ganismos se refiere principalmente a très areas en el campo de
la microbiologia de alimentos (Busta, 1976)s
a. Conservaciôn y alteracidn de los alimentos
b. Protecciôn del consumidor
c. Fabricaciôn de alimentos y propagaciôn de cultivos 
microbianos.
El ejemplo clSsico se présenta cuando existiendo células que 
han sufrido injuria térmica no pueden detectarse porque no son 
capaces de formar colonias en un medio selectivo y en cambio, 
después de cierto tiempo, pueden reparar la injuria, crecer y 
producir toxinas o simplemente aparecer en gran nfimero. 
(Collins-Thorapson et al., 1973).
2. Dano térmico a las proteinas.
La injuria térmica (48“C y 52®C) inactiva muchas enzimas 
en Staphylococus aureus y Salmonella typhimurium (Tomlins 
et al., 1971). Las deshidrogenasas son particularmente sensibles 
al calor. Durante el periodo de reparacién la mayorla de las 
actividades enzimaticas se recuperan, pero en algûn caso (por 
ejemplo la oxoglutarato deshidrogenasa) la actividad enzimStica 
no parece que se récupéré completamente. De cualquier forma es 
muy dificil correlacionar injuria y muerte térmica con dano y 
destrucciôn inespecifica de las proteinas celulares bacterianas.
3. Dano térmico en la pared celular y en la membrana exterior.
La capa de peptidoglicano de la pared celular parece ser 
relativamente resistente al calor (Allwood y Russell, 1970).
Kitchener y Egan (1977) estudiaron el dano producido en la 
membrana exterior de células de E. coli que sufrian injuria térmica 
y demostraron la liberaciôn de lipopolisacâridos a partir de las 
mismas, sin embargo, casi la mitad de los lipopolisacâridos se 
liberaban en los primeros 30 segundos de calentamiento durante 
el shock inicial debido al cambio de temperatura y no habia 
relacién directa con el nivel de injuria. Los mismos autores 
concluyeron que las células bacterianas toleran una disrupciôn 
considerable de la membrana exterior sin aumentar su sensibilidad 
al calentamiento a 48°C. Al mismo tiempo demostraron que la 
presencia de iones Mg^^ en el medio de calentamiento ténia una 
mayor influencia en la proteccién de las células bacterianas frente 
a la muerte e injuria térmica que en la reduccién de la liberacién 
de lipopolisacaridos. Su trabajo, junto con el de Hurst et al., 
(1974), resalta la importancia de los iones Mg^^ en la sensibilidad 
celular a la injuria térmica.
4. Dano térmico en la membrana citoplâsmica
La membrana citoplâsmica funciona como la principal estruc­
tura celular controlando la difusién pasiva y el transporte activo 
de moleculas e iones hacia dentro y hacia fuera de la célula, 
tambien estâ relacionada con la produccién de energîa y con la
divisién y reparacién del cromosoma bacteriano aunque en el 
ûltimo proceso el papel de la membrana no estâ claro.
La pérdida de material con absorbancia a 260mm y 280mm y 
la salida de constituyentes celulares durante el tratamiento térmico 
ha sido demostrado en diferentes microorganismos (Lee y Goepfert, 
1975; Gray et al., 1973) lo que indica un mal funcionamiento de 
la membrana citoplâsmica.
El transporte activo de cationes, azûcares y aminoâcidos 
disminuye o es abolido en células lesionadas termicamente y 
aparentemente no vuelve a ser completamente funcional en poblaciones 
microbianas afin despues del proceso de reparacién de la injuria 
(Hurst el al., 1973). Esto se debe probablemente a la presencia 
de células inactivadas irreversiblemente en el total de la 
poblaciôn.
El principal factor que contrôla el dano que el tratamiento 
térmico infringe en la membrana bacteriana parece ser la temperatura 
a la que crecieron los microorganismos antes del tratamiento.
Esta temperatura de crecimiento se sabe que afecta a la relacién 
entre âcidos grasos saturados e insaturados de la membrana (Hansen, 
1971; Beuchat, 1978). El incremento en la temperatura de crecimien­
to ocasiona un incremento en el cociente âcidos grasos saturados/ 
insaturados y al mismo tiempo una mayor resistencia a la inactiva­
cién térmica.
Pierson et al. (1971), trabajando con Salmonella typhimurium 
calentada a 48“C, demostraron que la reparacién de la membrana, 
despues del dano térmico, debe ser râpida y probablemente ocurre
al principio del periodo de reparacién celular, de modo que la 
célula pueda subsanar completamente otras lesiones que el calor 
indujo. Los mismos autores sugirieron que los lîpidos sinteti- 
zados despues del tratamiento térmico se empleaban para reparar 
el dano de la membrana, lo que fué confirmado por Tomlins et al.
(1972) ,
5. Dano térmico en los ribosomas
De las très especies de RNA (r RNA, m RNA, t RNA) solamente 
el r RNA ha sido estudiado en relacién con el dano térmico de los 
microorganismos. El r RNA représenta el 80% del RNA total y el 
63% del peso de un ribosoma (Waller, 1961; Pierson et al. 1978). 
Sin embargo, estes porcentajes no significan necesariamente que 
sea esta especie de RNA la mâs importante en los procesos que 
determinan la muerte é la injuria celular.
En la bibliografla publicada, la raayorla de los estudios se 
refieren a la pérdida de material cuya absorbancia ocurre a 
260mm (Russell y Harries, 1967) y a la degradacién in vivo de 
los ribosomas y del r RNA, relacionando estos fenémenos con el 
grado de dano térmico que sufren las células. Parece claro que 
durante la injuria térmica hay degradacién de las subunidades 
ribosémicas de 30 S y 50 S y de los de 16 S y 23 S del r RNA. 
Tambien ha sido establecido que el r RNA 16 S y la subunidad 
ribosémica de 30 S parecen afectarse mâs que el r RNA 23 S o la 
subunidad ribosomica de 50 S. (Sogin y Ordal, 1967). Es 
importante tener en cuenta que la degradacién del r RNA tambien 
sucede en células de E. coli cuando se encuentran en un medio
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con ausencia de nutrientes (Kaplan y Apirion, 1975).
Existen pruebas (Strange y Shon, 1964) que sugieren que la 
pérdida de iones Mg^^ es el suceso priraario en el dano producido 
en los ribosomas. Los iones Mg^ '*’ se requiren para mantener la inte­
gridad del ribosoma y ademSs tienen cierta accidn inhibidora de las 
ribonucleasas. Stanesh y Yang (1967) describieron la inhibicifin 
de la degradacién de los ribosomas mediante iones Mg^^. Hurst 
(1977) establecié que la degradacién del RNA requeria pérdida de 
iones Mg^^ y no calentamiento porque la reaccién, una vez empezada, 
ocurrfa a 37“C.
El efecto de los iones Mg^^ y del calor sobre el r RNA y los 
ribosomas parece deberse a la accién de una ribonucleasa. Es un 
hecho aceptado que las ribonucleasas pueden ser termoestables (hay 
3 grupos de enzimas que se sabe que despolimerizan el RNA: fosfo-
transferasas, fosfodiesterasas y fosforilasas)(Barnard, 1967) .
Natori et al. (1966), demostraron in vitro que cuando los ribosomas 
de E. coli se despliegan y pierden proteinas ribosémicas se convier- 
ten en mSs sensibles al ataque por ribonucleasas; esto sugiere la 
posibilidad de una accién combinada fïsica y enzimética sobre los 
ribosomas inducida por el calor.
Las ribonucleasas son tambien capaces de unirse a los riboso­
mas sin hidrolizar su RNA (Robertson et al., 1968; Ohta)ca y Uchida, 
1963 ; Spahr, 1964). Gémez (1977) propuso que esta resistencia a 
la hidrélisis puede ser debida a inaccesibilidad estérica y a la 
posible necesidad de una activacién térmica de las enzimas respon­
sables (via la desnaturalizaciôn de un inhibidor termolSbil) .
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De todos modos, Lee y Goepfert (1975) modificaron las condi­
ciones expérimentales de forma que no se degradara el RNA y sin 
embargo una proporcién significativa de la poblaciôn bacteriana 
sufriera injuria o inactivacién térmica. Por lo tanto parece 
correcta la opinién de Gémez (Gémez, 1977) de que el dano al RNA 
no puede explicar por si solo la viabilidad de las células 
lesionadas termicamente.
El calor, como agente que puede tener diferentes blancos con 
los que interaccionar (Allwood y Russell, 1970) présenta tambien la 
posibilidad de tener diferentes sistemas o estructuras que pueden 
ser elementos limitantes en la reparacién del dano térmico; el fallo 
de cualquiera de estos sistemas prevendrla el normal funcionamiento 
celular.
6 . Dano térmico del cromosoma.
Hasta ahora no se ha,estudiado el efecto del dano térmico en 
el cromosoma como tal en células lesionadas o muertas.
La bibliografla sobre el tema se refiere fundamentaimente al 
efecto del calor sobre el DNA celular que résulta en roturas sen- 
cillas (una cadena) o dobles (ambas cadenas del DNA escindidas por 
el mismo sitio). El anâlisis de roturas, sencillas o dobles del 
DNA se hace mediante ultracentrifugacién en gradientes de sacarosa 
alcalines o neutros (determinando la velocidad de sedimentacidn).
Bridges et al. (1969 a y b) demostraron la induccidn de roturas 
sencillas en el DNA de E. coli despues del tratamiento térmico 
(52®C). Woodcock y Grigg (1972) mostraron que no solo ocurren
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roturas sencillas sino que el calentamiento (52®C) in vivo puede 
inducir roturas dobles. La técnica empleada fuê la de los gradien­
tes alcalinos de sacarosa de McGrath y Williams (1966) que supues- 
tamente mide las roturas del DNA, cuya causa puede ser la hidrélisis 
del enlace fosfodiester (Eigner et al., 1961; Greer y Zamenhof,
1962); sin embargo, recientemente Crine y Verly (1976) han demostrado 
que la desnaturalizacién alcalina necesaria para observar las roturas 
sencillas dâ como resultado roturas en lugares carentes de purina de 
la molêcula de DNA. Las lesiones alcalino-labiles se deben en 
realidad a la escisién del enlace fosfodiester cercano a un sitio 
apurinico o apirimidinico del DNA.
Son varies los investigadores que han observado la produccién 
de mutaciones como consecuencia del dano que el calentamiento mode- 
rado produce en el DNA. Zamenhof y Greer (1958) demostraron que 
tratamientos térmicos a 60*C durante 2-4 horas en soluciones de 
sacarosa (50%) incrementaban sustancialmente la frecuencia de muta- 
cién de prototrofismo a auxotrofismo en E. coli. Baltz et al. (1976) 
demostraron, en el bacteriofago T-4, la induccién por el calor de 
transiciones GC -«-AT debidas a deseuninacién de la citosina generando 
uracilo; la reaccién es protén-catalizada y las velocidades de 
reaccién y energies de activacién son dependientes del lugar en el 
DNA y estén presumiblemente influenciadas por las bases vecinas.
Basados en los trabajos de Bridges et al. (1969 a y b),
Sedwick y Bridges (1972) y Woodcock y Grigg (1972) la mayorla de 
los investigadores preocupados por este tema piensan que el calenta­
miento moderado (48®C - 60®C) actua a través de la induccién de
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alguna enzima(s) que se sabe ataca(n) regiones desnaturalizadas 
del DNA'(Goldmark y Linn, 1970; Ljungquist, 1977). Se presupone que 
el calentamiento moderado actuando directamente no origina roturas 
del DNA.
Trabajando con Salmonella typhimurium LT-2, Gémez y Sinskey
(1973) demostraron que para originar roturas en el DNA, era necesario 
someter las células bacterianas, despues del tratamiento térmico, a 
un medio nutritivamente complejo; sus experimentos indicaron la impor­
tancia que las caracterlsticas genéticas y fisiélogicas de las células 
tienen en la expresién del dano inducido por el calor. Por primera 
vez relacionaron las roturas del DNA con una observacién conocida como 
"recuperacién en medio ralnimo" (Ganesan y Smith, 1971; Gémez et al., 
1976) que consiste en que las células lesionadas térmicamente se reco- 
bran mejor en un medio quimicamente definido que an un medio nutritiva- 
mente complejo. Cuando despues del calentamiento los microorganismos 
se incuban en un medio complejo, se producen roturas en el DNA, lo que 
no ocurre cuando la incubacién se lleva a cabo en agua o en un medio 
quimicamente definido. Si la incubacién en el medio complejo se lleva 
a cabo anaerobicamente el nûmero de roturas del DNA es minimo y las 
células bacterianas son capaces de repararlas.
En 1977, Grecz y Bhatarakamol empezaron a clarificar el mécanisme 
de escisién del DNA despues de un calentamiento moderado. Senalaron 
que sometiendo E. coli a un tratamiento térmico a 50"C-60"C se podîan 
inducir escisiones en el DNA endonucleolIticamente y este parecia ser 
el hecho inicial de la injuria térmica. Las escisiones del DNA se de- 
terminaron en gradientes alcalinos de sacarosa. Empleando inhibidores 
enziméticos (p-cloromercuriobenzoato é HgClg) y mutantes déficientes
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en aotividad enâonucleasa II (3% de la actividad normal), obtuvieron 
les sigulentes resultados:
a. Los inhibldores enzlmâtlcos anadidos al empezar el 
tratamiento têrmlco redujeron substanclalmente el nûmero de 
roturas del DNA lo que suglere una Induccldn enzlmStlca deblda al 
calentamlento.
b. El mutante déficiente en endonucleasa II exhlbla menos ' 
Inclslones que la cepa B/r.
c. El ndmero de cëlulas déficientes en endonucleasa II capaces 
de recuperarse despues del calentamlento fuë del 30% al 80% menor 
que en la cepa B/r a pesar del menor ndmero de esclslones del DNA. 
Esto demuestra que el slstema de reparacldn es menos eflcaz en los 
mutantes (qulzâs se requlere endonucleasa II para la reparacldn 
del DNA).
El DNA se esclndld en fragmentes relatlvamente grandes 
(10^ - lO^daltons) lo cual es coherente con una actividad endonu- 
cleolltica especîflca en determlnados lugares del cromosoraa.
Estos resultados no Impllcan que el efecto del calentamlento 
moderado en el DNA sea unlcamente a través de la Induce16n de 
alguna endonucleasa(s) o que la endonucleasa II sea la ûnlca 
enzlma que Interviens en el proceso. La poslbllldad de camblos 
flslcos en el DNA, producldos dlrectamente por el calor, continua 
estando ablerta. Sln embargo, estos resultados Inlclan la des- 
crlpclôn de los mecanlsmos a nlvel molecular que pueden tener lugar 
en los prlmeros estadios del dano producldo en el DNA por un tra­
tamiento térmlco moderado.
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7. Reparaciën del dano tërmico.
Las cëlulas bacterianas se callflean como leslonadas y no 
como muertas cuando han sufrldo algûn dano, pero conservan la 
capacldad de mantener clerto funclonallsmo en medlos no-restrlctlvos 
y pueden recuperar despues su estado flslolôgico normal, seguido 
de creclmlento y dlvlslën (Busta, 1978) . Por deflnlclôn, la evl- 
dencla del dano têrmlco debé desaparecer cuando la cëlula vuelve a 
crecer y dlvldlrse; de esta forma queda desechada cualquier poslbi- 
lldad de camblos permanentes en forma de mutaclones, como mecanismo 
de Injuria tërmlca.
El proceso de reparaclën debe estar relaclonado con la mayorla, 
o al menos, con algunos camblos celulares que acaecen después de un 
tratamiento têrmlco subletal que desbarate las actlvidades celulares. 
Durante la Incubaclôn que precede al nuevo creclmlento y dlvisiën 
celuiar muc)ias de las modlfIcaclones sufrldas retornan a su estado 
normal (Busta, 1978): Se regeneran los rlbosomas que se habian
degradado durante el tratamiento têrmlco (Sogin y Ordal, 1957); 
se slntetlzan fosfollpldos (Tomlins et al., 1972) y, al parecer, 
el proceso de reparaclên de algunas cëlulas danadas requlere la 
slntesls de protefna (Tomllns y Ordal, 1971) y de energîa en forma 
de ATP (Ray y Speck, 1972). Tzunblen deben repararse las roturas 
o cortes Inducldos por el calor en las cadenas del DNA (Gômez y 
Slnskey, 1973; Woodscock y Grlgg, 1972). Es Importante recordar 
que las actlvidades slntêtlcas de una determlnada cepa o colonia, 
danada por un agente especïflco, pueden ser ûnlcas o singulares en 
el sentldo de que otros agentes dlferentes en cepas dlstlntas den 
lugar a danos tamblen dlstlntos (Busta, 1976) .
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Si hiciercunos una reconslâeracl6n general del cuadro flsiolô- 
gico producldo por el tratamiento têrmlco y de las funclones recu- 
peradas durante la reparaclôn, parecerla que durante el tratamiento 
têrmlco la mayorla de las funclones celulares sufren alguna clase 
de leslên y que durante el perlodo de reparaclên estas leslones son 
reparadas en su totalIdad. A fin de dlstlngulr los sltlos prlmarlos 
de los secundarlos danados por el calor, y cuales han de ser repara- 
dos necesarlamente, hemos de encontrar pasos limitantes durante la 
Injuria têrmlca y su reparaclôn o de alguna forma determlnar la Im- 
portancla relatlva de las estructuras y/o funclones celulares en el 
proceso.
Para determlnar el nlvel de Injuria têrmlca y su reparaclên, 
varies Investlgadores se han basado en la dlferente vlabllldad celu- 
lar en dos o mSs medlos de recuento dlferentes (Gêmez, 1977).
En esta revisI6n tratarê de concentrarme en aquellos estudlos que 
correlaclonan los camblos a nlvel molecular con el recuento en 
dlferentes medlos que Indlca la Injuria y vlabllldad celular.
landolo y Ordal (1966) senalaron que el cloranfenicol, la 
penlclllna y la clcloserlna no afectaban la recuperaclên de
5. aureus tratado termlcamente (el slstema determinative consist!a 
en la recuperaclên de la tolerancla a la sal), pero por el contrario 
la actlnomlclna D la Inhlbla. Esto suglrld que durante la repara- 
cl6n se requerïa la slntesls de RNA, pero en camblo, la slntesls 
de protelna y de pared celular no eran Impresclndloles. Mas reclente- 
mente Hurst et al. (1973) han Indlcado que en presencla de cloran­
fenicol no es poslble la total recuperacidn de la tolerancla a la
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sal en S. aureus. La necesidad de la slntesls de protelna durante
la reparacldn de S. aureus debe Investlgarse, por lo tanto,
mês profundamente.
landolo (1974) estud16 la recuperaclôn de S. aureus de la
Injuria têrmlca en presencla de ^H-uracllo y ^ ^C-arglnlna estable-
clendo que la slntesls de RNA se Inlcla Inmedlatamente despues del
tratamiento têrmlco y contlnûa a una velocldad linear durante el
perlodo de recuperaclôn (125 ralnutos). landolo tamblen demostr6
que la slntesls de protelnas no empleza hasta aproxlmadaraente 90
mlnutos del perlodo de recuperaclôn. Plerson et al., (1971)
14midleron la Incorporaclôn de glucosa U- C en la fracclên soluble 
cltoplâsmlca, llpldos, acldos nuclelcos y protelnas de S. aureus 
leslonado têrmlcamente, demostrando la rêplda Incorporaclôn de 
radioactividad en los acldos nuclelcos seguido por un plateau 
despues de 2 horas del perlodo de recuperaclôn. El plateau en la 
slntesls de acldos nuclelcos Indlcaba probablemente la exlstencia 
de otro proceso necesarlo para una compléta reparaclôn (por ejem- 
plo la maduraclôn del precursos del r RNA o de los rlbosomas). 
Tomllns y Ordal (1971 a) confIrmaron los anterlores resultados 
estudlando la Incorporaclôn de uracll-6-^H en S. typhlmurlum 
en el proceso de reparaclôn de la Injuria têrmlca; las cpm (cuentas 
por mlnuto) de ^H-uracll Incorporadas aumentaron llnearmente hasta 
alcanzar un plateau a las 4 horas aproxlmadamente; despues de 5 
horas las cpm volvleron a aumentar debldo esta vez al creclmlento 
del mlcroorganlsmo. Este plateau es Importante porque Indlca que 
las cëlulas han alcanzado su complemento de rlbosomas y que la
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slntesls de r RNA no es el factor limitante en la velocldad de 
reparaclôn (Plerson et al., 1978).
Gômez et al. (1973) y Gômez et al. (1976) emplearon Inhibldo­
res que bloquean funclones metabôllcas determlnadas para asl poder 
définir las funclones metabôllcas necesarlas que establecen la 
reslstencia del mlcroorganlsmo a un medlo nutrlclonalmente complejo 
dur cm te la Injuria têrmlca (recuperaclôn en medlo mlnlmo como sls­
tema determinative). La recuperaclôn de la reslstencia en medlos 
complejos era Inhlblda por rlfamplna, cloranfenicol e hldroxlurea 
pero no por el êcldo nalldïxlco, suglrlendo que se requlere la 
slntesls de RNA, protelna y DNA. La hldroxlurea es un Inhlbldor 
de la slntesls de DNA que actua Inactlvando el slstema de la 
rlbonucleotldo dlfosfato reductasa (Kra)coff et al. 1968; Slnha 
y Snustad, 1972). El êcldo nalldlxlco se cree que actua Inhlblendo 
el ensamblaje de los precursores de 38 S (cadena sencllla) del DNA. 
(Crumplln y Smith, 1976); este paso metabôllco no séria segûn esto 
necesarlo para reparar la Injuria têrmlca. El principal problema 
al emplear Inhibldores selectlvos In vivo ha sldo slempre que en 
realldad no tenemos un conoclmlento complete de su funclôn (Gômez, 
1977).
Woodcock y Grlgg (1972) estudlaron la reparaclôn a 37®C en 
buffer fosfato de las esclslones del DNA producldas debldo a un 
calentamlento moderado, y relaclonaron el proceso con el aumento en 
vlabllldad celular durante el perlodo de reparaclôn de la Injuria 
têrmlca.
Debldo a que algunos mutantes déficientes en los slstemas de 
reparaclôn del DNA son mâs sensibles al calentamlento que los
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microorganismos originales, Gômez (1977) especulÔ con la posibili- 
dad de que la supervivencia de algunos microorganismos tratados 
têrmlcamente depende prlnclpalmente de su capacldad de reparaclôn 
del DNA ô que las funclones que faltan en los mutantes tlenen otras 
actlvidades ademSs de la reparaclôn del DNA (estas actlvidades 
serîan entonces las esenclales para reparar el dano têrmlco).
Gômez propuso que la alteraclôn de la funclonalldad ô del control 
de las enzlmas que llevan a cabo la actividad nucleolltlca y/o la 
reparaclôn podrla tener como consecuencla un desequlllbrlo entre 
las velocldades de degradaclôn y reslntesls que a su vez séria 
responsable de la Injuria têrmlca.
El papel que el dano del DNA y su reparaclôn juega como déter­
minante de la suerte de las cëlulas tratadas têrmlcamente parece 
Interesante ya que la Integrldad funclonal de las cëlulas depende 
en gran medlda de la Integrldad estructural del DNA. De la suerte 
que corra el DNA dependeran los demSs componentes celulares que a 
partir del mlsmo se forman dlrecta o Indlrectamente y que en caso 
de estar danados pueden ser repuestos en vez de reparados.
La dllucldaciôn de los mecanlsmos de reparaclôn de la Injuria 
têrmlca requlere un entendlmlento raSs complète de los tlpos de dano 
que el calor produce en el DNA y en los componentes relacionados 
con êl In vivo, como son el RNA, la membrana celular y dlferentes 
enzlmas.
20
B. EL CROMOSOMA PLEGADO 0 NUCLEOIDE DE ESCHERICHIA COLI
I. Aislamiento, composlciôn y propiedades.
En 1971, Stoningtony Pettijohn aislaron el DNA de E. coll 
como una estructura compacta y no vlscosa despues de llsar culdado- 
samente esferoplastos con detergentes no lonlcos (Brij 58 y deso.xi- 
colato) en un medlo de gran fuerza lénlca (1 M CIN^). Prevlamente, 
las têcnlcas de llsls daban como resultado una esplral desordenada 
y vlscosa de DNA (arrollamlento al azar) .
Este complejo, formado prlnclpalmente por DNA y tamblen por 
RNA y protelna, se llcunô nucleolde o cromosoma plegado y hoy en dfa 
se cree que représenta la estructura nuclear observada In vivo 
mediante mlcrofotograflas electrônlcas (Pettijohn, 1977).
Stonington y Pettijohn estudlaron las propiedades de la nueva 
estructura anallzândola en gradlentes neutres de sacarosa, determl- 
nando su vlscosldad despues de diverses tratamlentos fïslcos y 
quîmlcos y hallando su composlclôn qulmlca. El DNA sedlmentaba 
como una estructura compacta de 3200 S aproxlmadamente. El contenld 
en DNA era del 80% en peso, y el complejo Inclufa tamblen protelna 
(prlnclpalmente RNA pollmerasa), m RNA naciente y r RNA. El trata­
miento de la estructura con calor o rlbonucleasa orlglnaba un gran 
aumento de la vlscosldad y las enzlmas trlpslna y pronasa no ten1an 
nlnguna Influencla. Estos resultados suglrleron que el RNA tenla 
clerto papel en la establllzaclôn del complejo. Desplegando el DNA 
mediante tratamiento con dodecll sulfato sôdlco y apllcando la ecuaci 
de Burgl-Hershey (Burgl y Hershey, 1963) résulté que el DNA del
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complejo tenia el tcunano del genoma corapleto de E. coli (> 10 dal- 
tons), indlcando que la estructura inclula todo el DNA celular.
Worcel y Burgi (1972) emplearon basicamente el mismo mëtodo 
experimental de Stonington y Pettijohn excepto la temperatura de 
llsls .{ de 0"C a temperatura ambiante) y aislaron un nucleolde con 
un coeflclente de sedlmentaclôn que varlaba entre 13005 y 2200 S. 
Cuando las cëlulas sufrlan prlvaclôn de amlnoacldos, los coeflclen- 
tes de sedlmentaclôn de sus nucleoldes resultaron ser mSs homoge- 
neos, de alrededor de 1300 S, suglrlendo que las estructuras con un 
coeflclente de sedlmentaclôn de 1300 S representan el cromosoma ple­
gado en perlodo de Inlclaclôn de la repllcaclôn y las estructuras de 
2200 S representan cromosomas durante estadios mas avanzados de su 
repllcaclôn. Los cromosomas plegados o nucleoldes resultaron estar 
compuestos de DNA superarrollado ya que su velocldad de sedlmentaciôn 
mostraba la tlplca respuesta blfëslca hacla el tratamiento con 
concentraclones progrès1vamente mayores de bromuro de etldlum.
Worcel y Burgl estimaron que la concentraciôn de superhellces era 
aproxlmadamente de una revoluclôn superhellcoldal compléta cada 400 
pares de bases en el DNA, que es una concentrâclôn similar a la 
observada en DNA circular y cerrado covalentemente (Vinograd 
et al., 1965). Produclendo cortes en el DNA con desoxlrlbonucleasa, 
se necesltaban de 6 a 40 cortes en cada una de las dos cadenas de 
DNA para desarrollar completamente el nucleolde que entonces se com- 
portaba como DNA linear en cuanto a la Intercalaclôn de bromuro de 
etldlum; este nucleolde desenrollado sedlmentaba mSs lentamente que 
el original pero todavia 5 veces mâs rapldamente que el nucleolde
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desplegado. Teniendo en cuenta estos hallazgos, Worcel y Burgi 
propusieron un modelo para el nucleolde que tenla bucles de DNA 
alrededor de un nûcleo; un corte en una de las dos cadenas lel 
DNA con desoxlrlbonucleasa permltlrla la libre rotaclôn de Las 
cadenas de DNA y el desenrollamlento de la superhëllce en un deter- 
mlnado bucle (domlnlo) sln afectar el superarrollamlento del resto 
del nucleolde o cromosoma plegado.
La dlferencla entre los coeflclentes de sedlmentaclôn de los 
nucleoldes obtenldos por Stonington y Pettijohn por un lado y Worcel 
y Burgl por otro fuë expllc@da por Pettijohn et al. en 1973 y en 
1974 por Worcel y Burgl. La llsls a 0 - 10°C o un tratamiento mâs 
sutll con detergentes daba lugar a un nucleolde de 3000 - 4000 S y 
en caunblo la llsls a 20 - 25“C resultaba en un nucleolde de 1600 S; 
ambas clases de nucleoldes coexlstlan si la llsls se llevaba a cabo 
a temperaturas Intermedlas (por ejemplo a 15'C). Los nucleoldes de 
3000 - 4000 S eran realmente nucleoldes asoclados con trozos de mem­
brana; contenlan protelnas de la membrana, llpldos y fosforlpldos 
ademâs del DNA plegado y el m RNA naciente. La llberaclôn del cro­
mosoma plegado de la membrana fuë poslble In vitro Incubandc el com­
plejo en Sarkosyl al 1% y 1 M CIN^  ^a 0"C durante 15 mlnutos.
El nucleolde libre de membrana de 1600 S (a 17000 RPM) es un 
patrôn muy eflclente para la slntesls de DNA y de RNA In vitro 
(Kornberg et al., 1974 ; Pettijohn et al., 1973; Giorno et al.,
1975). Este nucleolde no caunbla sus caracterlstlcas de sedlmentaclôn 
en gradlentes de sacarosa durante la transcrlpclôn, y es mâs eflcien- 
te como patrôn para la RNA pollmerasa que el DNA arrollado campleta-
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mente al azar o que el nucleolde despues de desplegarse. Los ante­
rlores resultados suglrleron que casl todos los patrones potenclales 
del DNA, en esta forma apretadamente plegada eran acceslbles a la 
Interacclôn con grandes moléculas (Pettijohn et al., 1973).
Al estudlar los nucleoldes de cëlulas prlvadas de amlnoâcldos, 
Worcel y Burgl (1974) encontraron que en esas condlclones era Impo- 
slble alslar nucleoldes asoclados a la membrana y propusieron que 
despues de completarse la repllcaclôn del cromosoma los nucleoldes 
eran llberados de la membrana y entonces requerlan la slntesls de 
protelna y la adheslôn a la membrana para Inlclar de nuevo la repll­
caclôn. Marunouchl y Messer (1973) por otra parte, trabajando con 
un mutante de E. coll termosenslble en la Inlclaclôn de la replica- 
clôn del DNA, afIrmaron que aproxlmadêunente 0.5% del cromosoma no 
se repiIca en la ausencla de slntesls de protelnas y que la replica- 
clôn de este trauno se requlere para Inlclar dlvlslones subslgulentes. 
Estos hallazgos no pudleron ser confIrmados por Loehr y Hanawalt 
(1977) que Indlcaron que la técnlca empleada por Marunouchl Y Messer 
Inclula un aumento brusco hasta la temperatura no permlslva dando 
lugar a un aumento en la Incorporaclôn de ^H-desoxltimldina que 
pudo confundlr sus resultados. Dwors)ty y Schaechter (1973)
Inhlbleron la slntesls de protelna y permltleron la acumulaclôn de 
RNA empleando cloranfenicol y demostrando un aumento en el coefl­
clente de sedlmentaclôn de los nucleoldes y en su grado de condensa- 
clôn (mlcrofotograflas electrônlcas), al mlsmo tlempo, el nûmero de 
puntos de contacto entre el nucleolde y la membrana parecla ser 
el doble que en los nucleoldes de cëlulas normales. Estos ûltimos 
hallazgos apoyaron la Idea de un aumento de la asoclaclôn nu­
cleoldes - membrana durante la Inhlblclôn de la slntesls de protelna
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que es consecutiva a una privaclôn de amlnoacldos en las cepas de 
E. coll empleadas; ademâs, se pensô que la RNA pollmerasa jiega 
un clerto papel en la asoclaclôn nucleolde - membrana. Ryder y 
Smith en 1974 y 1975, ellmlnando la precentrlfugaclôn a 4000g que 
empleaban Worcel y Burgl, y prlvando a las cëlulas de amlnoacldos 
o empleando antlblôtlcos para Inhlblr la slntesls de protelsa obtu­
vieron nucleoldes asoclados a la membrana y con un coeflclette de 
sedlmentaclôn de 5000 S - 6000 S.
Los resultados contradictories entre los laboratories de Worcel 
y Burgl y Ryder y Smith pudleron expllcarse cuando Kerch et al.
(1976) demostraron que la precentrlfugaclôn a 4000 g producJa un 
enrIquec1mlen to Inversamente proporclonal al coeflclente de sedlmen­
taclôn .
Anallsls morfolôglcos de las cëlulas bacterianas prlvacas de 
amlnoacldos y de su senslbllldad a la llsozlma y/o a los detergentes 
Indlcaron que estas son menos susceptibles a la llsls que las cëlulas 
en fase exponenclal (Meyer et al., 1976). Cuando las cëlulas estan 
dlvldlendose, parece que son mas frâglles en la reglôn de la envol- 
tura celular que se estâ dlvldlendo (lo mlsmo ocurre despues de un 
tratamiento con penlclllna)(Lederberg, 1957).
Reclentemente, Saunders (1978) descrlblô dos clases de nucle­
oldes (1450 S y 2130 S) en cëlulas que habian sldo prlvadas de 
aunlnoâcldos; su Interpretaclôn fuë que los nucleoldes de 1450 S 
estarlan compuestos de cromosomas senclllos sln haber empezado a 
repllcarse y los de 2130 S estarlan compuestos por cromosomas com­
pletamente replicados y por lo tanto dobles. Estos resultados son
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dlficilmente comparables con los de Worcel y Burgi y Ryder y Smith 
porque el procedlmiento para obtener los nucleoldes era dlferente.
Meyer et al. (1976) suglrlô que la unlôn entre el nucleolde 
y la membrana era un artefacto de la técnlca empleada. Segûn êl, 
el cromosoma séria atrapado por las envolturas celulares (pared y 
membrana celular) en forma de estructuras veslculares.
La composlclôn de la membrana asoclada al nucleolde ha sldo 
estudlada llsando culdadosamente cëlulas de E. coll en presencla de 
lones de slgno contrario al DNA (espermldlna 5 mM), tratzuniento que 
daba como resultado nucleoldes asoclados a la membrana (Portaller y 
Worcel, 1976; Drllca et al., 1978). Todas las protelnas de la mem­
brana exterior y solo unas pocas de la membrana cltoplâsmlca formaban 
parte del complejo nucleolde - membrana; tratando el complejo 
('Vi 5800 S) con sar)cosll en ClN^ IM se solublllzaba la membrana, 
llberando un nucleolde de 1700 S; un tratamiento exhaustive del com­
plejo con desoxlrlbonucleasa I daba lugar a un trozo de membrana en 
forma de vesfcula que sedlmentaba a 4000 S. SI el tratamiento con 
sarlcosyl se llevaba a cabo a baja concentraclën de sal era imposible 
solublllzar la mayorla de las protelnas de la membrana exterior, 
resultado que resalta la Importancla de las fuerzas electrostâticas 
en la asoclaclôn DNA - membrana. Portaller y Worcel (1976) suglrle­
ron que la asoclaclôn entre el DNA y la membrana exterior debe ser 
Indlrecta y deblda a Interacclones entre la membrana cltoplâsmlca 
y la membrana exterior a traves de la pared celular. Desplegando el 
nucleolde mediante un tratamiento a 37®C en 0,05M ClN^ durante 2 
horas, este continua estando asoclado y cosedlmentando con las
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envolturas celulares pero el gran efecto de fricciôn del DNA 
desplegado reduce el coeflclente de sedlmentaclôn del complejo hasta 
2000 S; la ellmlnaclôn parclal del DNA con endonucleasas de restrlc- 
clôn résulta en una estructura que sedlmenta aproxlmadamente a 
3500 S (Drllca et al., 1978).
Los fofollpldos del nucleolde asoclado con membrana han sldo 
anallzados por Lacombe y Lubochlns)cy (1977) concluySndose que las 
membranas cltoplâsmlca y exterior forman parte del complejo en unas 
proporclones s1mllares a las encontradas en la bacteria conpleta.
El examen de fragmentes purlflcados de las envolturas celulares 
que acompanan al nucleolde medlante microscopic electrônlco revelô 
que mâs del 80% estân en forma de vesiculas (Drllca et al., 1978). 
Materman y Van Gool (1978) tamblen encontraron vesiculas en prepa- 
raclôn de nucleoldes asoclados con membrana alslados a elevadas con­
centraclones de sal (lu ClNg). Al vlsuallzar los camblos morfolô­
glcos duretnte la llberaclôn de los nucleoldes de cëlulas de E. coll, 
los mlsmos autores no pudleron observer la formaclôn de esferoplastos 
despues del tratamiento con llsozlma y/o despues del tratamiento con 
la soluclôn detergente. La estructura de las envolturas celulares 
résultantes depend!a de la temperatura de llsls. A 0°C observaron 
envolturas celulares formando clrcunvoluclones mlentras que 
elevamdo la temperatura de Incubaclôn a 20"C - 25®C las envolturas 
apéireclan Usas y con una ûnlca abertura; en este ûltlmo caso, las 
secclones de la cëlula a dlstlntos nlveles revelô que no habla In- 
terrupclones adiclonales en la envolturas celulares lo que sugerla 
que todo el contenldo celular Incluyendo el nucleolde era ellmlnado
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a travës de la ûnica abertura. Si prolongamos la incubaclôn del 
llsado a alta temperatura el nucleolde se despllega parclalmente 
y fragmentes de las envolturas celulares, que estân convlrtlendose 
en vesiculas en ese momento, quedan atrapadas en los nucleoldes.
En la Tabla 1 aparece un resumen de los componentes y propie­
dades del nucleolde libre y del nucleolde asoclado con membrana 
(Pettijohn, 1976) .
2. Efecto de la velocldad de centrlfugaclôn en el coeflclente 
de sedlmentaclôn del nucleolde.
El efecto que el campo centrifuge tlene en la velocldad de 
sedlmentaclôn del DNA desplegado de alto peso molecular ha sldo 
observado por dlferentes autores (Rubensteln y Leighton, 1971; 
Osmerod y Lehman, 1971; Kavenoff, 1972; Levln y Hutchinson, 1973; 
Schumaker y Zlmm, 1973). El coeflclente de sedlmentaclôn a altas 
velocldades era bajo mlentras que a poca velocldad alcanzaba un 
mâxlmo gradualmente. Zlmm (1974) propuso una teorla basada en la 
dlferente fricciôn sufrlda por los extremos de un pollmero de DNA 
comparado con la parte media que estâ mâs resguardada. Durante la 
centrlfugaclôn, los extremos tenderlan a avanzar mas lentamente y 
quedarlan rezagados lo que darla lugar a una dlsmlnuclôn en el coe­
flclente de sedlmentaclôn a altas velocldades. La magnltud de la 
distorslôn dependerla de la fuerza centrifuga y de la dlstancia de 
un extremo al otro del pollmero de DNA. Chia y Schumaker (1974) 
Indlcaron la Importancla de usar un campo centrifugo bajo al demos-
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TABLA 1
ESCHERICHIA COLI ; COMPONENTES Y PROPIEDADES DE SUS
NUCLEOIDES.(PETTIJOHN,D .E.;1976)
Monbianwfrac Mafflbrana.aiwclatad
■adaeld nudeoid
DNA eontcBl (w d ih l Dsedoii)* 0.6 -0 .4
RNA c o iitfiit (w d fh t btcUon)* OJ 0.15-OJS
fto t t iii eentmnt (w iig h l fimcUoii)* 0.01-0.1 -0 .4
U pid  «oelm l (ftm etioii o f lotml b b titd  lipU ) <1% -20%
S odintoU lioa n U  (m igh l tm ife ) 1600S® 32005®
•u o y in t dmnsity In C iQ 1.69 a 0 .0 ] f/cm ’ 1.46 a 0.02 l/c m '
DNA man pmr d n fle t' mockold 9a  1.0% 10- u f —
DNA man par doublai nadaoM l l a Z x  1 0 - p f -  ■
Ctaoma aquhaitm t par dndcl U —
Ganoma aqulralanti par doublai 3.6 -
Fraction o f to ta l crJular mambrana bound <O dll -OJ
Round piolaina
RNA polrmanaa Ya» Ya,
Envalopa piolabn U itla o rno n a Ya»
üBctkm m ttiu  CnctioB o f totâk m idooid d iy  w d ^ t.
>UpM i U M td  w ith ’ * C-ol«lc >dd.
*D«Unnlmd ml 17.000 Tpm mnd uneoiTmctmd fe iio io r ipmmd dmpmndmncm. Whmii «mhmpolmimil li 
MM leior vmmd, d it nltm mn mpptsxiinttdr 20% pattt.
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trar que el DNA de bajo peso molecular puede sedimentar mSs rapi- 
damente que DNA de mayor peso molecular si la velocldad de centrl- 
fugaclôn es suflclentemente alta.
Debldo a que el nucleolde es una estructura compacta (dirlamos 
partlculada debldo a su baja vlscosldad especîflca y alto coefl­
clente de sedlmentaclôn), los prlmeros Investlgadores que lo defl- 
nleron no esperaban que la velocldad de centrlfugaclôn tuvlera ningûn 
efecto en ël, pero, contrarlamente a esas esperanzas, Hecht et al.
(1977) demostraron que el coeflclente de sedlmentaclôn del nucleolde 
de E. coll dependia de la fuerza del campo centrifugo . El nucle­
olde libre de la membrana y tamblen el nucleolde asoclado con la 
membrana aumentaban su coeflclente de sedlmentaclôn a medlda que el 
campo centrifugo dlsmlnula. Este camblo en el nucleolde era rever­
sible y no era debldo a nlnguna përdlda de masa en sus componentes. 
Extrapolando la velocldad de centrlfugaclôn a cero, el nucleolde 
libre de membrana tenla un coeflclente de sedlmentaclôn de 1900 S 
mlentras que a 30.000 RPM este coeflclente era de 1000 s. El nucle­
olde asoclado con la membrana mostraba un efecto aûn mayor y su coe­
flclente de sedlmentaclôn varlaba de 5500 S a cero RPM (extrapolado) 
a 2500 S a 25.000 RPM. Pettijohn et al. (1978) propusieron un mode­
lo para expllcar el efecto de la velocldad de centrlfugaclôn en el 
coeflclente de sedlmentaclôn suglrlendo que la parte terminal de 
los bucles del DNA en el nucleolde se comportan hldrodlnâmicamente 
Igual que los extremes de una doble hëllce linear de DNA y por tanto 
resultan mâs extendldas cuanto mayor es el campo centrifugo aumen- 
tando asl su coeflclente de fricciôn. La ecuaclÔn de Zlmm (1974)
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apllcada a este modelo demostrô la coherencia entre los valores 
del coeflclente de sedlmentaclôn calculados y los obtenldos experi­
ments Imen te.
3. Superarrollamlento y organlzaelôn del DNA en el nucleolde.
Klelnschmldt et al. (1961) descrlbleron por primera vez los 
bucles del DNA en forma superarrollada. El nucleolde visto en mlcro­
fotograf fas electrônlcas (Delius y Worcel, 1974) posee zonas 
(domlnlos) de superarrollamlento que aparecen como bucles sln extre­
mos visibles. Kavenoff y Bowen (1976) observaron una estructura 
similar y , demostraron que la organlzaelôn de los bucles de DNA 
superarrollado estaba llgada a un ntlcleo constltuldo por RNA.
Cuando la concentraclôn de sal (acetato amônlco) en la hlpofase 
dlsmlnufa de 1 M a  0,4 M y  luego a 0,15 M, el nûcleo de los nucle­
oldes se agrandaba y pasaba de ser flbroso a ser denso a los elec- 
trones y despues a tener una estructura ramlflcada. Segûn esto, la 
establllzaclôn del complejo que posela RNA naciente y rlbonucleo- 
protelna, ademâs de DNA, dlsmlnufa con la dlsmlnuclôn de la concen- 
traclôn de sal. La Idea de que el RNA naciente se agregaba y esta- 
blllzaba el DNA era coherente con las Indlcaclones de que los nucle­
oldes de E. coll son Inestables en concentraclones altas de sal 
ClNg 1 M), despues de un tratamiento con rlfamplclna (que Inhibe 
la Inlclaclôn de la slntesls de RNA)(DworsJcy, 1975) y tamblen con 
otros trabajos que demuestran una alteraclôn del nûcleo de las célu- 
las tratadas con rlfamplclna, cuando se observan secclones flnas de 
las mlsmas (Dwors)cy y Schaechter, 1973) . Ademâs, la Idea es tamblen
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coherente con la tendencia a agregarse del RUA cuando estâ en un 
medlo con alta concentraciôn sallna (Boedtker, 1968) .
Reclentemente, Masterman y Van Gool (1978) han descrlto al 
nucleolde al ser llberado de la cëlula como una flbra arrosarlada 
y ramlflcada que cuando es expuesta a una alta concentraclôn sallna 
se pllega formando esplrales Irregulares. Este proceso se viô qne 
era reversible.
Empleando desoxlrribonucleasa para relajar el superarrollamien- 
to, Worcel y Burgl (1972) estlmaron que el nûmero de zonas (dominlos) 
de superarrollamlento era de 12 a 80. Lydersen y Pettijohn (1977) 
emplearon la Irradlaclôn con rayos gamma para producir roturas al 
azar en el DNA (al contrario que la desoxlrribonucleasa) y encon­
traron que se necesltaban 250 roturas o Inclslones senclllas (en 
una cadena de DNA) por genoma para relajar el superarrollamlento.
De estos resultados y medlante el uso de la dlstrlbuclôn estadîstica 
de Poisson, dedujeron que en el nucleolde hay aproxlmadamente 100 
(± 30) domlnlos de superarrollamlento por genoma. Estudlos slmila- 
res llevados a cabo por Ulmer (1978) con dosls mâs bajas de rayos 
gamAia, que no produjeron un relajamlento completo del superarrolla­
mlento, permltleron calculer unos 170 domlnlos por genoma.
Otros agentes que dlsmlnuyen el coeflclente de sedlmentaclôn 
debldo a una relajaclôn de los domlnlos de superarrollamlento son 
aquellos que Inducen rotura del DNA, como la radlaclôn ultraviolets 
(Ulmer, 1978), mltomlclna C (Cook y Brazell, 1976) y metll-metano- 
sulfonato (Kleppe y Losslus, 1978). Drllca y Snyder (1978) han 
demostrado tamblen que un tratamiento de cëlulas de E. coll In vivo
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con couroermiclna A produce una reducciôn en la densidad superheli- 
coidal del DNA. La coumermlclna es un Inhlbldor de la DNA glrasa 
(Gellert et al., 1976 a y b). El hecho de que el DNA permaneclera 
Intacte despues del tratamiento suglere que la përdlda de las 
superhëllces (superarrollamlento) era deblda unlcamente a la 
relajaclôn del DNA (Drllca y Snyder, 1978) .
Hecht et al. (1977) propusieron que el efecto de la velocldad 
de centrlfugaclôn en el nucleolde era una herramlenta vëllda para 
estudlar quê clase de Interacclones mantenlan la estructura. Indl­
caron que solamente se observan camblos en el efecto producldo por 
la velocldad de centrlfugaclôn cuando el DNA del nucleolde estaba 
desplegado o desdoblado, pero no cuando se relajaba el superarrolla­
mlento. La relajaclôn del superarrollamlento producla unlceunente 
una reducciôn del coeflclente de sedlmentaclôn. Cuando se dlglere 
todo el RNA del nucleolde con rlbonucleasa el efecto de la velocldad 
de centrlfugaclôn es mâxlmo y similar al que se obtendria teorlca- 
mente con un genoma linear Intacto del DNA de E. coll (Zlmm, 1974). 
Desprotelnlzando el nucleolde, no se pudo Incrementar este efecto. 
Debldo a estos resultados, Hetch et al., suglrleron que todos o 
casl todos los pllegues del DNA del nucleolde estaban establlizados 
por Interacclones DNA - RNA y solamente las protelnas que unen el 
RNA al DNA (como la RNA pollmerasa) pueden representar una fuerza 
adlclonal. El nucleolde libre de RNA tlene un coeflclente de sedl- 
mentaclôn extrapolado (a velocldad de centrlfugaclôn cero) Sq de 
450 S y el DNA que estë parclalmente desplegado y desprotelnlzado 
tlene un de 320 S. Este Ûltlmo nucleolde desplegado y desprotel-
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nlzaâo representarla el DNA de E. coli intacto y repllcSndose 
(cromosoma a la Cairns). La dlferencla entre los nucleoldes des- 
plegados con rlbonucleasa y los desprotelnlzados concuerda con el 
hallazgo de que el 1 ± 0.3% de la masa del RNA llgado al DNA es 
reslstente a la degradaclôn con rlbonucleasa.
La organlzaelôn del nucleolde y las estructuras résultantes 
despues de diverses tratamlentos puede observarse en la Figura 2.
4. Efectos del calor en el nucleolde.
El efecto del calor en el nucleolde de E. coll solo Lia sldo 
estudlado hasta ahora In vitro como una herramlenta para observer 
que fuerzas determlnan el plegado de DNA.
Cuando en 1971 Stonington y Pettijohn aislaron por primera vez 
nucleoldes, emplearon el calor para hallar la reslstencia del com­
plejo. Un tratamiento a 50“C durante 5 mlnutos producla un gran 
Incremento en la vlscosldad, lo que Indlca un desplegamlento del 
DNA. Drllca y Worcel (1975) tamblen observaron por vlscoslmetrla 
que el nucleolde calentado sufrla primero un Incremento de la vlsco­
sldad entre 40*C y 50°C (10 mlnutos). A 50®C se alcanzaba un plateau 
en al vlscosldad seguido por otro aumento brusco, hasta 80°C aproxi- 
madamente en que se observaba un gran descenso debldo poslblemente a 
roturas en el DNA. Observando el efecto de los mlsmos tratamlentos 
anallzando la sedlmentaclôn en gradlentes neutres de sacarosa, se 
apreclaba una përdlda de densldad entre 45®C y 50®C y un despliege 
complete del DNA entre 60*C y 70“C. Este despliege por calor era
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O NUCLEOIDE 
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Roturas en una 
cadena del DNA
Figura 2. MODELO DE LA ORGANIZACION DEL DNA EN EL NUCLEOIDE 
0 CROMOSOMA PLEGADO DE E. COLI (ModlfIcaclÔn del 
modelo de Pettijohn, 1976).
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irreversible y varlaba con la fuerza lônlca de los solventes.
RefIrlendose a los estudlos de vlscoslmetrla, Pettijohn- (1976) 
lndlc6 que, Incluso cuando la tëcnlca es muy sensible, hay que tener 
mucho culdado al Interpretar los resultados porque parece que mlen­
tras el DNA se despllega en el vlscoslmetro, tlenen lugar clertas 
reacclones cruzadas (Interacclones) entre los nucleoldes.
Fllnk y Pettijohn (1975) estudlaron la Influencla del medio da 
calentamlento en la establlldad del nucleolde. En un medlo con 
CIN^ (0,1M) y espermldlna (2mM), se necesltaba un calentamlento a 
55®C durante 5 mlnutos para desplegar la mltad de los nucleoldes 
mlentras en espermldlna 5mM se necesltaban 70”C. Cuando la concen­
traclôn de espermldlna superaba los 2mM se podlan observer ocaslo- 
nalmente agregaclones de nucleoldes. Solamente con fines comparati­
ves, senalaremos que la temperatura (Tm) de desnaturallzaciôn de 
la doble hélice del DNA de E. coll es de 80®C a 90“C.
El RNA, que en el nucleolde estâ asoclado al DNA, puede liberarse 
calentando el complejo (Pettijohn et al., 1973; Hetch y Pettijohn,
1976). Despues de tratar têrmlcamente un nucleolde (RNA y DNA 
marcados), se estudiô la përdlda de RNA en gradlentes de densldad 
de Cl Cg, determlnândose que para llberar el RNA del DNA se requle- 
ren temperaturas mayores de 50“C (5 mlnutos). Entre 50“C (5 min.) 
y 90®C (5 min.) hay una llberaclôn progreslva de RNA, lo que Indlca 
clerta heterogeneldad al tratamiento têrmlco de la asoclaclôn DNA - 
RNA. A 96®C (5 min.) todo el RNA detectable se habla llberado y 
formaba una banda de sedlmentaclôn en un lugar dlferente al del DNA.
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El calor ayudaba tamblen a dlsoclar el 1% de RNA unldo al DNA que 
era especlalmente reslstente a la degradaclôn con rlbonucleasa. 
Cuando el complejo se calentaba con rlbonucleasa, antes de una 
segunda Incubaclôn, la fracclôn reslstente se convertîa en sensible 
(Hetch y Pettijohn, 1976) a este tratamiento.
La dlsoclaclôn total de la protelna del nucleolde se puede 
obtener despues de una Incubaclôn de 45 a 60 mlnutos a 70®C (Hetch 
et al., 1977; Lydersen y Pettijohn, 1977). El nucleolde résultante 
estâ desplegado y desprotelnlzado y tlene un coeflclente de sedlmen­
taclôn de 300 S a 2500 RPM, o sea su velocldad dé sedlmentaclôn es 
aproxlmadamente 10% menor que la del nucleolde desplegado usando 
rlbonucleasa. Fué Imposible obtener un coeflclente de sedlmentaclôn 
menor tratando al nucleolde desprotelnlzado con pronasa o con . 
dodecll sulfato sôdlco Indlcando que no era poslble una desproteinl- 
zaclôn adlclonal. El efecto de la velocldad de centrlfugaclôn en 
este nucleolde era el mlsmo que el obtenldo para los nucleoldes 
desplegados con rlbonucleasa o con calor - dodecll sulfato sôdlco 
(Hetch et al., 1977). Esto suglere que los très estan constltuldos 
por DNA Intacto y desplegado (en perlodo de repllcaclôn).
Reclentemente, Ulmer (1978) empleô el calentamlento como agente 
desprotelnlzante y obtuvo un coeflclente de sedlmentaclôn para el 
nucleolde desplegado de 610 - 640 S (a 3000 RPM). La dlferencla 
de este resultado con el de Hetch et al. (1977) se expllcô como 
debldo al empleo de dlferentes patrones para determlnar el coefl­
clente de sedlmentaclôn y poslblemente tamblen a la degradaclôn de
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los patrones empleados por Hetch.
El flnico efecto descrito sobre la accidn del ''calentamlento In 
vivo " en el nucleolde se debe a Cunningham y Berger (1977). Creciendo 
un mutante de E. coll termosenslble en la Inlclaclôn del DNA (dna A) 
y transfIrlëndolo antes de alslar el nucleolde a la temperatura no­
pe rmlslva (43”C), estos autores obtuvieron un plco agudo a aproxlma- 
dcunente 1500 S (12000 RPM). Cuando las cëlulas se Incubaron de nuevo 
a la tempeatura permlslva (30”C) el nucleolde volvlô a dlsmlnulr su 
coeflclente de sedlmentaclôn hasta 1300 S. Cunningham y Berger atri- 
buyeron estos camblos en el coeflclente de sedlmentaclôn a modlfIca­
clones en la conforméelôn del nucleolde pero sln especifIcar a que 
clase de modlfIcaclones conforméelonales se referlan.
No exlsten trabajos publlcados acerca de la funclôn ejerclda 
por unas protelnas, slmllares a las hlstonas^descublertas reciente- 
mente en el cromosoma de E. coll (Rouvlere-Yanlv y Gros, 1975; 
Varshavsky et al., 1977); sln embargo, convlene tener presents que 
estas protelnas, aunque no representan un gran porcentaje del peso 
del nucleolde, se unen aparentemente al DNA produclendo un engrosa- 
mlento de las cadenas de DNA (mlcroscopïa electrônlca). Estas 
protelnas se plensa que estân dlstrlbuldas unlformemente a lo largo 
del DNA (Varshavsky et al., 1977) y séria lôglco pensar que tlenen 
alguna relaclôn con la respuesta del nucleolde al calor.
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III_______ MATERIALES Y METODOS
________ Productos Qufmlcos
1. Générales
El Sarkosyl UI/-95 (N-laurilsarcosinato sôdlco) fué un 
regalo de CIBA-GEIGY Dyestuffs and Chemicals Division, Greensboro, 
North Carolina, USA. El Fluorlnert FC-48 nos fuë proporclonado 
gratultamente por la companfa 3M, Saint Paul,Minnesota, USA. El 
Anglo-CONRAY (lotalamato sôdlco) procédé de la Dlvlslôn Farmaceutlca 
de Mail!nckrodt. La sacarosa es especial para gradlentes de densldad 
(libre de rlbonucleasa) y se obtuvo de Schwarz-Mann. El resto de 
productos quîmlcos proceden de Sigma Chemical Co.
2. Material radioactive.
Metll (^H)-tlmldlna (40 Cl/m mol), metll-(^C) tlmldlna (47.5 
mCl/m mol), L-(4,5 - ^H)-leuclna (60 Cl/m mol), (2-^H)-gllcerol 
(200 mCl/m mol), Aquasol y mlnlvlales proceden de New England 
Nuclear, Boston, Massachusetts, USA.
3. Enzlmas.
Llsozlma, procèdent: de clara de huevo (muramldasa) grado I, 
crlstallzada 3X, 38500 U/mg se obtuvo de Sigma Chemical Co.
"La menclôn de marcas comerclales no slgniflca que el autor las 
recomlende con preferencla a otras del mercado."
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________Mlcroorqanlsmos.
La cepa utlllzada es una derlvada de Escherichia coll K-12 
de la colecciôn de cultives del Dr. P. Howard-Flanders, designada 
AB 1157, que es wild-type en cuanto a capacidad de reparaciôn 
(Howard-Flanders y Theriot, 1966; Howard-Flanders et al., 1966; 
Emerson, 1968), y fué conseguida a través del Dr. David Botstein, 
del Departamento de Biologfa de MIT como cepa designada por ël 
D5608. Nuestra cepa (KO105) se aisld a partir de la D5608 en el 
laboratorio de Ciencia de Alimentes de MIT por el Dr. Kevin Ulmer
(1978). En su aislamiento se empleÔ una selecciôn con trimetoprim 
(Miller, 1972) para obtener cepas capaces de crecer a una concentra- 
ci6n de timina de 2 vg/ml (requerimiento escaso de tiroidina). La 
cepa asi obtenida se mantuvo en plaças de Agar Luria a temperatura 
ambiente y se resembraba para su conservaci6n cada dos semanas en 
el mismo medio. Las caracteristicas de nuestra cepa quedan refle- 
jadas en la Tabla 2.
C.________ Medios microbioldgicos y soluciones tampgn (bufferes)
El buffer M9 contenïa les siguientes ingredientes por litre; 
Po^HNg 7 g., P04H2K 3 g., ClN^ 0,5 g., CINH4 1 g., S04Mg.7H20, 25 g. 
El medio Agar Luria contenïa por litre; Bacto-Triptona 10 g.,
ClNa 10 g., Bacto-extracto de levadura 5g., y Bacto-agar 15 g.. 
Todos estes componentes se obtuvieron de Difco. El buffer fosfato 
para las diluciones estaba a pH 7 (0,067M).
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TABLA II
CARACTERISTICAS DEL E. COLI K-12, KU 105
Indicadores de auxotrofismo; thy
arq
his
leu
ETO
thr
thl
Utllizacl6n de azûcares; lac~
gai
ara~
xyl~
mtl~
Reslstencia a los faqos; Tg
Resistencia a los antibiCticos; str
mtc
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D  .________Condlclones de cultlvo del tnicroorganismo
El medio de cultive (medio guimiCEunente defihido) se prepard 
inmediatamente antes de usarlo. Para elle se combinaron 10 ml del 
buffer M9 a doble concentracifin; 10 ml de una soluciôn de aminoScidos 
que contenïa disoluciones 2x10 de L-arginina; L-histidina, L- 
leucina, L-prolina y L-treonina; 0,15 ml de una soluciôn de glucosa 
al 40%; 0,1 ml de una solucidn de tiamina (0,1 mg/ml; esterilizada 
por filtraciôn); y 0,2 ml de una solucidn de timina (1 mg/ml).
Se prepararon cultives inoculando una cantidad dada (20 ml) del 
medio descrito anteriormente con microorganismos procedentes de pla­
ças de Agar Luria; la incubacign se llevd a cabo a 37®C durante 12-18 
boras con agitaciôn (220 rpm). A partir de este cultive en fase esta- 
cionaria se realizd un subcultivo (0,2 ml) en el mismo medio definido 
(20 ml) conteniendo esta vez la cantidad apropiada de material radiac- 
tivo y diferentes cantidades de glucosa (ahora 0,25 ml) y timina 
ahora 10 pi). Estes ultimes cultives crecieron a 37°C durante 4 horas 
sometidos a agitacifin (150 rpm) y alcanzaron en estas condiciones la 
fase exponencial.
E. Marcaje radiactivo de los cultives
Los productes quïmicos radiactivos se anadieron al medio al rea- 
lizar el subcultivo. Las cantidades de material radiactivo fueron 
las siguientes; 200 pl(20pCi) de ^^C-timidina; 50 pl(50pCi) de ^H- 
timidina; 100 pl(lOOpCi) de ^H-glicerol y 200 pl(200pCi) de ^H-leucina. 
Cuando los expérimentes incluïan doble marcaje (leucina-timidina), el 
medio de cultive contenïa solamente 1/10 de la cantidad normal de 
leucina.
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F. Tratamlento Tërmlco
Al alcanzar los cultives la fase exponencial (4 hr, 37°C,
150 rpm) el Erlenmeyer en que se encuentran se 1leva a un bano New 
Brunswich a 50“C (± 0/2*C)(150 rpm, el tiempo para alcanzar la tem­
peratura de trabajo fué de 60-90 segundos). Despues del tratamiento 
térmico los cultives se enfriaron a 0®C 6 en otros cases se mantu- 
vieron a temperatura cunbiente hasta la recoleccidn de las células 
por centrifugaciôn (7000 rpm, 5 minutes, 4®C). El sobrenadante se 
decantô y el sedimento (células) fué resuspendido en la solucién A 
(ver la seccién G) que es el primer paso en la obtencién de los 
nucleoides.
Cuando se llevaron a cabo expérimentes de reparacién del dano 
térmico in vivo, el sedimento (células) fué resuspendido en 20 ml 
del medio quimicamente definido e incubado a 37®C (150 rpm) durante 
diverses périodes de tiempo antes de volver a centrifuger para poder 
aislar posteriormente los nucleoides de las células; simultanear. 
mente, se tomaron alicuotas para hacer diluciones seriadas an el 
buffer fosfato y determinar el némero de microorganismos viables 
en Agar Luria. El recuento se llevô a cabo poniendo 0*1 ml de cada 
dilucién en la superficie del Agar Luria presolidificado en plaças 
y extendiendo el llquido con una varilla de cristal estéril.
Cuando los cultivos se trataban térmicamente (50“C) durante 
poco tiempo (menos de 10 minutos), la técnica se cambié para rainimi- 
zar la manipulacién despues del tratamiento. En esta "técnica 
râpida", los cultivos se centrifugaron para recoger las células en 
fase exponencial y al sedimento celular se le anadieron 0,75 ml del
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medio definido a 0“C. 0,1 ml de esta suspension celular se trans-
firieron a tubos de ensayo (12x75 mm) que fueron tratados térraica- 
mente a 50“C (150 rpm) en el bano New Brunswich durante périodes de 
tiempo diferentes. Inmediatamente despues de finalizar el trata­
miento, se procediO a obtener los nucleoides de las células.
G. Aislamiento de los cromosomas plegados o nucleoides
En el procedimiento normal (el mâs empleado en esta tesis), 
los cultivos tratados térmicamente (aproximadamente 4x10^ células) 
se centrifugaron y el sedimento (células) se resuspendié en 3 ml 
de solucién A a 0*C. La solucién A estaba compuesta de 20% (w/v) 
de sacarosa, libre de ribonucleasa, 0,1 M de CIN^ y 0,01 M de 
Tris-CIH buffer (pH 8,2). Una alicuota (0,2 ml) de esta suspensién 
celular fué transferida a tubos de ensayo (12x75 mm) y mantenida a 
0“C. .Cuando se empleé la "técnica râpida" explicada en la seccién 
anterior, la suspensién celular tratada térmicamente (0,1 ml; 
aproximadamente 5x10® células) se diluyé con 0,1 ml de solucién A 
a doble concentraciôn y 0“C. En ambos casos (procedimiento normal 
y "técnica râpida") se anadieron posteriormente 0,050 ml de solucién 
B a 0"C y los tubos se agitaron ligeramente. La solucién B contenïa 
0,12 M Tris-CIH buffer (pH 8), 50 mM EDTA y 4 mg/ml de lisozima y 
se preparaba semanalmente.
Cuando se buscaba unicamente el aislamiento de nucleoides 
libres de membrana, los tubos de ensayo se transfirieron a un bano 
a 25“C durante 5 min. con agitaciôn ocasional. Si lo que se preten- 
dïa era el aislamiento de nucleoides asociados con membrana, la
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incubaciôn se llevaba a cabo a 0®C durante 6 min. En el primer 
caso, despues de la incubacién a 25®C durante 5 min., los tubos de 
de ensayo se transfirieron a 0*C durante 1 minuto antes de anadir 
0,25 ml de solucién C a 0“C. Esta solucién C contenia 1%(w/v) de 
Brij-58 (polioxietileno 20-cetil eter), 0,4% (w/v) de deoxicolato 
sédico, 2% (w/v) de Sarkosyl NL-97 (lauril sarcosinato sédico),
2 M CIN^ y 10 m71 EDTA (pH 8,2). La solucién C se preparaba cadd'
2 semanas y se mantenïa a 4®C. En caso de querer aislar nucleoides 
asociados con membrana, la solucién empleada, a la que se denominé 
C , era la misma solucién C sin Sarkosyl NL-97; por lo demâs el 
tratamiento era el mismo. Despues de la adicién de las soluciones 
C é C  a 0®C, los tubos de ensayo fueron agitados ligeramente para 
mezclar la solucién detergente con la suspensién de esferoplastos.
La suspensién, que era turbia, pasé a ser transparente a los pocos 
segundos pero se mantuvo a 0®C durante 15 minutos. De este lisado 
celular se tomaron 0,1 ml para colocarlos cuidadosamente en gradien- 
tes neutros de sacarosa con una pipeta Clay-Adams con una pun ta 
plâstica de boca ancha.
________ Centrifugacién en gradientes de sacarosa
Los gradientes de sacarosa (10-50% w/v) se formaron ccn solu­
ciones que contenian IH ClNg, 0,01 M de Tris-CIH buffer (pH 8,2),
1 mM de EDTA y sacarosa especial para gradientes de densidad (libre 
de ribonucleasa). Se emplearon especfficamente gradientes de 
10% a 50% porque en ellos se pueden observer simultaneamente la 
presencia, en el perfxl de sedimentacién, de nucleoides libres de
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membrana y de nucleoides asociados a la membrana. Los gradientes 
se formaron individualmente a temperatura ambiente empleando una 
câmara mezcladora de gradientes Buchler y su correspondiente bomba 
peristâltica. Previamente a la formacién de los gradientes (4,8 ml) 
se colocé en el fondo de los tubos de centrifuge una capa (0,3 ml) 
de alta densidad compuesta de sacarosa (50%, w/v) disuelta en 
Angio-CONRAY (80% iotalamato sédico). Todos los gradientes se 
formaron en tubos de centrifuge de nitrato de celulosa (2,3x5,1 cm) 
y se enfriaron posteriormente a 4®C durante al menos 2 horas aiites 
de usarse.
Algunas veces, antes de centrifuger los gradientes, se anadie­
ron 10 vil de bacteriofago T-4 marcado con ^^C-timidina que servla 
de indicador de coeficientes de sedimentacién. El fago T-4, que 
tiene un coeficiente de sedimentacién de 1025 S (Cummings, 1964) 
nos fué amablemente proporcionado por el Dr. K. Ulmer (1978).
Los gradientes con el lisado celular se centrifugaron en una
ultracentrlfuga Bec)cman L5-75 con un rotor Sw 50.1 de cubetas
oscilantes a 4“C. Esta ultracetrlfuga tiene un integrador de w^t
de modo que cuando se usa en. Preset integra automâticaraente el 
2
total u) t (campo centrlfugo total) sin tener en cuenta la velocidad 
del rotor (rpm). La velocidad de rotor empleada fué normalmente 
4000 rpm par minimizar el efecto conocido como "efecto de la veloci­
dad del rotor" (rotor speed effect) en el nucleoide de E. coli
2 9 2(Hecht et al., 1977). El total w t fué siempre 6x10 rad /sec.
Los gradientes se fraccionaron por la parte superior usando un 
fraccionador ISCO modelo 640 Density Gradient Fractionator. Fluori-
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nert FC-48 que es una soJ.uclén densa y no miscible se bombed a 
través de la parte inferior del tubo de centrffuga a un flujo de 
1 ml/min. Las fracciones de 0, 2 ml se recogieron en miniviales 
Beckman y la radioactividad se conté en un contador de centelleo 
Beckman LS-230 despues de anadir 3 ml de Aquasol (mâs 10% w/v de 
HjO) por fracciôn.
Algunas veces se introdujeron cambios de menor importancia en 
las técnicas expuestas en esta seccién de Materiales y Métodos; 
cuando esto ocurre, las variaciones se detallan en la seccién de 
Resultados.
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IV________RESULTADOS
A;________ Dano térmico
1. Curva de supervivencla
La curva de supervivencla (é destruccién) del Escherichia coli 
K-12 cepa KU 105 (wild-type en la capacidad de reparacién) sometido 
a un tratamiento térmico a 50*C se observa en la Figura 3. Como 
era de esperar, la pérdida de la capacidad de formar colonias en 
Agar Luria es exponencial con respecto al tiempo de calentamiento. 
La absorbancia a 660 nm (Klett) solamente decae significativamente 
despues de 30 minutos de tratamiento.
2. Nucleoides tratados térmicamente in vivo
Cuando las células bacterianas que estân creciendo exponen- 
cialmente se tratan térmicamente a 50®C de 0 a 10 minutos y, 
sin posterior enfriamiento, se lisan inmediatamente para obtener 
sus nucleoides, se observa un aumento progresivo en el coefIciente 
de sedimentacién de estos nucleoides (Figura 4). El nucleoide 
normal de las células que est&n creciendo exponencialmente tiene 
un coeficiente de sedimentacién de alrededor de 1800 S a una 
velocidad de centrifugacién de 4000 rpm (Pettijohn et al., 1978).
El aumento del coeficiente de sedimentacién del nucleoide, despues 
del tratamiento térmico, vS acompanado de un aumento de la proteïna 
asociada al mismo. Al aumentar el tiempo de calentamiento, el 
perfil de sedimentacién tiende a ensancharse y despues se forma
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FIGURA 3; CURVA DE SUPERVIVENClA DE ESCHERICHIA COLI K-12 
DESPUES DEL TRATAMIENTO TERMICO
Los cultivos en fase exponencial se calentaron a 50“C segûn 
se explica en Materiales y Mëtodos. Los recuentos se 
realizaron por duplicado en plaças de Agar Luria (0.1 ml/ 
plaça; incubacién a 37®C durante 48 horas) tras diluir las 
correspondientes alicuotas en bufer fosfato. Las unidades 
Klett representan la EÜssorbancia a 660 nm medida en un colo- 
rfmétro Klett-Summerson.
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FIGURA 4: FERTILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE CELULAS CALENTADAS (0-10 MIN A 
50=0 SIN ENFRIAMIENTO POSTERIOR A 0"C.
14El cultivo celular se marc6 radioactivcunente con C-timidina 
y ^H-leuclna durante el creclmlento hasta su fase exponencial 
segûn se describe en Materiales y Mëtodos; posteriormente las 
cëlulas fueron recolectadas mediante centrifugaciën y suspen- 
didas en el mismo medio de cultivo, ahora sin material radioac­
tive. Alicuotas (0.1 ml) de la suspensiën celular se transfi- 
rieron (temperatura ambiente) a tubos de vidrio (12 x 75 mm) en 
donde sufrieron un calentamiento a 50=C en un bano de agua. 
Despues del tratamiento tërmico las células permanecieron dos 
minutos a temperatura ambiente antes de comemzar el tratamiento 
para la obtenciën de sus nucleoides. El lisado celular con los 
nucleoides se centrifugé a 4®C y 4000 rpm en gradientes neutros 
de sacarosa (10 - 50%) hasta un total (w^t) de 6x10^ rad^/seg.
A: Control. Células no calentadas (^^C=16570 CPM; ^H=390980
CPM) .
B: 50*C, 2 min. (^ C^ = 19062 CPM; ^H=450269 CPM) .
C; 50=C, 4 min. (^^C=17692 CPM; ^H=40856G CPM) .
D; 50=C, 6 min. (^^C=17232 CPM: ^H=415349 CPM) .
E: 50°C, 8 min. (*^ ^C=15721 CPM; ^H=402675 CPM) .
F: 50=C, 10 min. (*-^C=15315 CPM; ^H=371879 CPM) .
En los perfiles D, E y F, los triângulos ( ) representan el
cociente (CPM) - ^Ho en cada una de las fracciones.
4 3 - ^^Co
Co y Hq son las CPM en las mismas fracciones de los perfiles
de las células sin calentar (A).
• ^^C-timidina. 0 ----- 0 ^H-leucine.
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un perfil continuo desde 0 hasta, aproximadamente, 5000 S, con un 
pico a 4500 S. Este ûltimo perfil ocurre despues de calentar las 
células a 50®C durante 10 minutos (Figura 4-F). El cociente leucina/ 
timidina (relaciôn entre el DNA y la proteina en cada fracciôn) 
muestra que en los nucleoides de células calentadas durante 6 y 8 
minutos hay una mayor cantidad de proteina por unidad de DNA a 
medida que el coeficiente de sedimentacién aumenta. En los nucleoi­
des de células calentadas durante 10 minutos, el coeficiente 
leucina/timidina es similar para los nucleoides con coeficientes de 
sedimentacién muy diferentes (desde 3000 S hasta aproximadamente 
5000 S)(Figuras 4-D, E y F).
El efecto fué el enfriamiento de las células antes y despues 
del tratamiento térmico tiene en sus nucleoides se observa en la 
Figura 5. El método experimental fué el mismo empleado en la 
Figura 4 pero esta vez las células fueron enfriadas en un bano de 
agua y hielo a 0®C inmediatamente antes y despues del tratamiento 
térmico. Cuando se emplearon tiempos de calentamiento cortos (2 y 
4 minutos), el coeficiente de sedimentacién de los nucleoides dismi- 
nuyé hasta, aproximadamente, 1200 S y desde este valor comenzo de 
nuevo a incrementarse, como en la Figura 4, pero sin llegar a alcan­
zar un coeficiente de sedimentacién tan alto y con mâs tendencia 
a agregarse (por ejemplo. Figura 5-C). Los picos que comprenden 
una fraccién solamente, en estos perfiles de sedimentacién, son 
debidos a la agregacién de nucleoides como se demuestra lisando célu­
las calentadas y sin calentar al mismo tiempo; las agregaciones, 
cuando ocurren, incluyen ambas clases de nucleoides. En las Figuras
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FIGURA 5: PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE CELULAS CALENTADAS (0 - 10 MIN 
A 50=0 Y POSTERIORMENTE ENFRIADAS A 0»C.
El procedimiento experimental fué similar al descrito en 
la Figura 4, excepto que en este caso solo se realizé el 
marcaje radiactivo con 14c-timidina y que la suspencién 
celular se enfrié a 0°C en un bano de hielo y agua inmedia­
tamente antes y despues del tratamiento térmico.
A: •   #
0  0
•  #
0  0
•  #
0  0
células no calentadas (^^C=16007 CPM) 
50=C, 2 min (14c=15600 CPM)
50=C, 4 min (^^C=18821 CPM)
50=C, 6 min (14c=17096 CPM)
50"C, 8 min (^^C=17274 CPM)
50'C, 10 mill (1<C=16934 CPM)
La flécha indica la posicién de los nucleoides procedentes 
de células sin calentar.
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4 y 5 no hubo ninguna diferencia significativa entre los diferentes 
perfiles de sedlmentacldn en cuanto a radioactividad total recobra- 
da o radioactividad en las fracciones de la parte superior de los 
gradientes.
Tratando térmicamente a las células durante perfodos de tiempo 
mayores (15, 30 y 60 minutos a 50®C) sin posterior enfriamiento, 
podemos observer (Figura 6) que los perfiles de sedimentacién de 
sus nucleoides no son diferentes bâsicamente de los procedentes de 
células calentadas durante 10 minutos (Figura 4-F) cuando la velo­
cidad de centrifugacién era 4000 rpm. El pico pegueno que aparece 
en el fondo de los perfiles de sedimentacién aumenta con el tiempo 
de calentamiento.
En la Figura 7, el experimento fué similar al de la Figura 6 
pero a una velocidad de centrifugacién de 7000 rpm. El cambio en 
la velocidad de centrifugacién origina perfiles de sedimentacién 
diferentes y el coeficiente de sedimentacién de los nucleoides 
tiende a ser progresivamente menor, con picos cada vez mSs agudos 
cuando el tiempo de calentamiento vâ de 15 a 60 minutos a 50°C.
La radioactividad total recobrada de las células calentadas de 15 
a 60 minutos no mostré diferencias significatives.
Despues de un calentamiento a 50“C durante 120 minutos (Figura 
8), el perfil de sedimentacién de los nucleoides résulté ser un 
continuo hasta el fondo de los gradientes, aumentando el pico que 
se encontraba en esa posicién; ademés, en las fracciones de la 
parte superior de los gradientes (correspondientes a coeficientes de 
sedimentacién menores) hay més material radioactive que en los gra-
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FIGURA 6: PERFILES SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES PROCEDENTES
DE CELULAS CALENTADAS (15 - 60 MIN A 30"C)
Los cultivos se marcaron radiactivamente con C-timidina y 
^H-leucina hasta su fase exponencial, enfonces se transfirieron 
a un bano a 50®C y, sin enfriamiento posterior, se recolectaron 
mediante centrifugacién. Las células fueron lisadas y los 
lisados centrifugados a 4“C y 4000 rpm en gradientes neutros 
de sacarosa hasta un total (w^t) de 6x109 rad^/seg.
A: Células no calentadas (^^C=6418 CPM; ^H=135241 CPM)
B: 50=C, 15 min (1^0=9412 CPM; 3h=210885 CPM)
C; 50"C, 30 min (14c=7718 CPM; 3h =173114 CPM)
D: 50=C, 60 min (14c=6861 CPM; 3h=i.S2208 CPM)
Las fléchas en B, C y D indican la posicién de los nucleoides
procedentes de células sin calentar.
# -----  • ^^C-timidina
0 ------0 ^H-leucina
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FIGURA 7; PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE CELULAS CALENTADAS (15 - 60 MIN 
A 50®C). CENTRIFUGACION A 7000 RPM.
Los cultivos se marcaron radiactivamente con H-timidina; 
el resto del procedimiento experimental fu6 el mismo des­
crito en la Figura 6 excepto la velocidad de centrifugacidn 
de los lisados en los gradientes de sacarosa, que fué en 
este caso de 7000 rpm hasta un total (w^t) de 6x10^ rad^/seg.
A: • -----  • Células no calentadas (^H=75054 CPM)
0 ----  0 50*C, 15 min (3h=78319 CPM)
B; # -----  e 50=C, 30 min (^H=78656 CPM)
0 ----  0 50»C, 60 min (%=72257 CPM)
Las fléchas en la parte superior izguierda indican la posicién 
del fago T4 empleado como control (1025 S). La flécha de la 
derecha en B indica laposicién de los nucleoides de células sin 
calentar.
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FIGURA 8: PERFIL DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE CELULAS CALENTADAS A 50»C DURANTE 
120 MIN.
El cultivo se marcô radiactivamente con H-timidina. El 
resto del procedimiento experimental es similar al empleado 
en la Figura 6.
• ----- # timidina (22770 CPM)
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dientes vistos hasta ahora. En otros experimentos, no incluidos 
en esta tesls, ejnpleando el mlsmo tiempo de calentamlento (120 minu­
tes) se observaron plcos consistantes de una fraccidn solamente 
debidos a agregacidn de les nucleoides.
B.________ Propiedades de los nucleoides tratados tgrmiceunente
in vivo
Para marcar los fosfollpidos de la membrana se utilizô ^H- 
glicerol (Kerch et al., 1976) y una técnica de lisis diferente a 
la empleada hasta ahora. Este nuevo tratamiento dâ lugar simulta- 
neamente a nucleoides libres de membrana y a nucleoides asociados 
con membrana, ambos a partir de células no tratadas termicamente 
(Figura 9-A). As£ se pudo determiner que los nucleoides asociados 
con proteina procédantes de células calentadas y obtenidos empleando 
la técnica normal, no contenian fosfollpidos de membrana (Figura 
9-B). Cuando las células calentadas se lisaron con la técnica em­
pleada en la Figura 9-A (sin Sar)cosyl), el perfil de sedimentacifin 
varié ostensiblemente con un pico ahora a 6000 S aproximadamente 
(nucleoides asociados con membrana y proteina).
Para determiner la proporcién relative de proteina a DNA en 
los nucleoides asociados con membrana (control) y en los nucleoides
libres de membrana (procédantes de células calentadas) las células
14 3se marcaron simultaneamente con C-timidina y con H-leucina
(Figura 10). Las células no calentadas fueron sometidas a dos
tratcunientos de lisis diferentes: 10-A: Técnica normal para ob-
tener nucleoides libres de membrana; 10-C: Técwica de lisis que dé
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FIGURA 9: PERFILES DE SEDIMENTACXON DE LOS NUCLEOIDES
ASOCIADOS COU MEMBRANA, LIBRES Y PROCEDENTES 
DE CELULAS CALENTADAS.
A: El método enpleado en la lisis celular dâ lugar a
nucleoides libres y a nucleoides asociados con membrana 
celular en el misroo perfil de sedimentacién. La 
solucién B se anadié a la suspensién celular (células 
no calentadas) y despues de 6 minutes a 0°C se anadié 
la solucién C  (sin sar)cosyl). (^^c=21914 CPM;
92663 CPM).
B; Células calentadas (50°C, 30 minutes). El procedimiento 
experimental para la obtencién de nucleoides es el normal 
descri to en Materiales y Métodos. (l'*C=19640 CPM; 
3h=70404 CPM).
C: Células calentadas (50°C, 30 min). El procedimiento
de lisis fué el mismo empleado en A. (14c=17301 CPM; 
3h=63193 CPM).
En todos los cases la centrifugacién se llevé a cabo 
a 4000 rpm.
# ----- • ^^C-timidina. 0 -------0 ^H-glicerol
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FIGURA 10; COMPARACIOW DE LOS PERFILES DE SEDIMENTACION 
DE DNA Y PROTEINA ENTRE LOS NUCLEOIDES LIBRES 
DE MEI-IBRAHA CELULAR Y ASOCIADOS A LA MISMA Y 
LOS NUCLEOIDES DE CELULAS CALENTADAS.
A: Nucleoides de células no calentadas. (^^C=6418 CPM;
3h=135241 CPM).
B: Nucleoides de células calentadas (50”C, 30 min).
(14c=7781 CPM; 3h=173114 CPM).
C: Células no calentadas. El procedimiento de lisis
empleado dé lugar a nucleoides libres de membrana 
y a nucleoides asociados a la misma en el mismo 
perfil de sedimentacidn. La solucién B se anadié 
a la suspensién celular y despues de 3 minutes a 
0“C se anadié la solucién C  (sin sarJcosyl) . 
(14c=5765 CPM; 3h=120340 CPM)
La centrifugacién de los lisados se llevé a cabo a 
4000 rpm.
#   • ^^C-timidina. 0 ------0 ^H-leucina.
68
I
u
Xm
a.
u
5
0
5
.25 .50 .75
à  I
g
o
s
PARTE .25
SUPERIOR
.50 .75
0
5
.25 .50 .75
5 -
SEDIMENTACION : FRACCION DISTANCIA TOTAL
69
lugar simultâneamente a nucleoides libres y nucleoides asociados con 
membrana. Las células calentadas (10-B) se lisaron empleando la 
técnica normal. Los coeficientes ^H-leucina/^^C-timidina (cpm) se 
observan en la Tabla 3.
Para el mismo coeficiente de sedimentacién (misma fraccién), 
la cantidad de proteina asociada con los nucleoides es mayor en los 
nucleoides asociados con proteina procédantes de células calentadas, 
que en los nucleoides asociados con membrana procédante de células 
sin calentar (fracciones 16-19 en Figuras 10-B y 10-C).
La dependencia del perfil de sedimentaciôn de los nucleoides 
calentados en la velocidad de centrifugacién se pueda observar en 
las Figuras 11 y 12. El perfil continue observado a 4000 rpm 
(Figura 9-B) pasé a sar un pico a aproximadamente 5500 S cuando la 
centrifugacién de los gradientes se llevé a cabo a 3700 rpm y 3000 
rpm (Figuras 11-B y 12-A). Cuando la velocidad de centrifugacién se 
aumenté a 6000 rpm, el coeficiente de sedimentacién medio decrecié 
(Figura 12-C), paro todavia habla nucleoides sadimentando desde 
2000 S hasta 5500 S.
Los nucleoides asociados con membrana y proteina procédantes 
de células calentadas (Figura 9-C) resultaron ser poco dependientes 
en la velocidad de centrifugacién a 4000 rpm, 3700 rpm y 3000 rpm 
(Figuras 9-C, 11-C y 12-B) pero aran extramadamente dependientes a 
velocidades de centrifugacién mayores de 4000 rpm (por ejeraplo a 
6000 rpm. Figura 12-D). El efacto de la velocidad de centrifugacién 
en los nucleoides calentados in vivo, empleando un amplio rango de 
velocidades, sa observa en la Figura 13. Las células fueron calen-
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TABLA III
C0CIENTE<5 LEL’CINA/TIMIDINA EN LOS NUCLEOIDES DS 
CELULAS CALENTADAS Y SIN CALENTAR.
COCIENTE ^H-leuclna (CPM)
^^C-timidina
Fraccién Sin Calentar 50“C , 30 Min
16 8.9 11.9
17 7.0 11.2
18 6.0 10.2
19 6.6 11.A
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FItîURA 11: PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES SIN
c al e n t a r; NUCLEOIDES CALENTADOS Y CON PROTEINA 
ASOCIADA Y NUCLEOIDES CALENTADOS Y ASOCIADOS 
CON MEMBRANA . CENTRIFUGACION A 3700 RPM.
Células no calentadas. El procedimiento de lisis es el 
mismo emplado en la Figura 9-A. (14c=26434 CPM; 3h=
958577 CPM).
Células calentadas (50®C, 30 min). Procedimiento normal 
de obtencién de nucleoides. (^^C=21893 CPM; 3h=532219 
CPM) .
Células calentadas (50®C, 30 min). El procedimiento de 
lisis es el mismo empleado en A. (14c=21907 CPM; 3h= 
519941 CPM).
La centrifugacién de los lisados se llevé a cabo a 3700 
rpm.
• -----  • ^ ^C-timidina. 0 -------0 ^H-leucina.
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FIGURA 12: PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
CALENTADOS Y CON PROTEINA ASOCIADA Y NUCLEOIDES 
CALENTADOS Y ASOCIADOS COU MEMBRANA. CENTRIFU­
GACION A 3000 RPM.
A y C; Células calentadas (50“C, 30 min).
normal de obtencién de nucleoides.
Procedimiento
B y D: Células calentadas (50®C, 30 min). El procedimiento
de lisis es el mismo empleado en la Figura 9-A.
La centrifugacién de los lisados se llevé a cabo a 
3000 rpm (A y B) y a 6000 rpm (C y D) hasta un total 
(w^t) de 6x10^ rad^/seg.
A. (^^C=31035 CPM; ^H=475837 CPM)
B. (14c=27167 CPM; |h=401344 CPM)
C. (14c=32159 CPM; ^=473327 CPM)
D. (14c=28843 CPM; ^H=416015 CPM)
14C-timidina. 0 ----  0 H-leucina.
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FIGURA 13: PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
CALENTADOS SOMETIDOS A DISTINTAS VELOCIDADES 
DE CENTRIFUGACION.
Los cultlvos se marcaron con H-tlmidlna excluslvamente.
La centrlfugacidn de los lisados se llevd a cabo a distintas 
velocidades hasta un total (w^t) de 6x10® rad^/seg.
#
0
—  • Centrlfugacidn a 4000 rpm (Ver Figura 5)
—  O Centrlfugacidn a 7000 rpm (^H=706 81 CPM)
B: #   # Centrlfugacidn a 17000 rpm (^H=78518 CPM)
0   0 Centrlfugacidn a 30000 rpm (3h=53575 CPM)
Las fléchas de la izquierda indican la posicidn del fago 
T-4 (1025 S); las de la derecha la posicidn de los nucleoi­
des procédantes de cdlulas sin calentar.
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tadas a 50“C durante 30 minutes y sus nucleoides se centrifugaron 
a distintas velocidades. Los perfiles de sedimentacidn mostraron 
una disminuci6n muy râpida del coeficiente de sedimentacign a medid 
que la velocidad de centrifugaciôn aumentaba de 4000 rpm a 7000 rpm 
(el pico principal pas6 de 4500 S a 1500 S). A 17000 rpm y 30000 
rpm el perfil de sedimentaciôn mostrô picos muy agudos (una fraccig
a 1000 S y 800 S, que indicaban agregaciôn a estas velocidades.
14Los nucleoides calentados ( C-timidina) no interaccionaban co 
los no-tratados (^H-timidina) cuando la lisis de células calentadas 
y sin calentar se llevaba a cabo simultaneamente (Figura 14).
C. Reparacign de spues del dano térmico
1. Demostracign de la injuria térmica y su reparacign.
El proceso de reparacign de la injuria térmica se observa en 
la Figura 15. Un cultivo en fase exponencial se tratg termicamente 
a 50°C durante 120 minutes y despues se dividig en dos alicuotas 
cuyas células fueron recolectadas separadamente por centrifugacién 
y lavadas una vez, en el medio quïmico definido. Una alicuota se 
resuspendig en el medio quïmico definido y la otra en el mismo medi 
pero sin ninguno de los 5 aminoacidos que nuestra cepa require. 
Ambas se incubaron posteriormente a 37®C para observar el increment 
en el nûmero de células espaces de formar colonies en Agar Luria. 
Despues del calentamiento hubo un incremento inicial en el nûmero d 
colonias formadas que se complété en 3-4 horas. Este incremento 
(de 5x10^ a 5x10® células viables por ml) indica el nûmero de célul
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FItîURA 14: PERFILES DE SEDIMENTACION JE LOS NUCLEOIDES
OBTENIDOS AL LISAR SIMULTANEAMENTE CELULAS 
CALENTADAS Y SIN CALENTAR.
A: Células sin calentar marcadas con ^H-timidina.
(3h =515912 CPM).
B: Células calentadas (50“C, 30 min) marcadas con
14c-timidina. (14c=21039 CPM).
C: Mezcla de células calentadas y sin calentar lisadas
simultaneamente. (3-4c=10577 CPM; 3n=261281 CPM) .
• ----- • ^H-timidina. 0 -------0 ^^C-timidina.
La centrifugacién de los lisados se llevé a cabo a 
3700 rpm.
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FIGURA 15: INJURIA TERMICA Y SU REPARACION
El cultivo creciô hasta la fase exponencial y despues 
se transfiriô a un bano a 50“C durante 120 minutes.
La mitad del cultivo se recolectd mediante centrifuga- 
ciôn y el sedimento fué suspendido en el mismo medio 
de cultivo e incubado a 37“C. La otra mitad se reco- 
lecté mediante centrifugacién y, despues de lavar el 
sedimento una vez con el mismo medio de cultivo sin 
aminoâcidos, se volvio a recolectar y a resuspender en 
el medio de cultivo sin ninguno de los 5 aminoâcidos 
requeridos por el microorganismo. Esta suspensién celu­
lar se incubé igualmente a 37®C.
Despues de diferentes périodes de tiempo se tomaron 
alicuotas de los cultives y tras las diluciones co- 
rrespondientes en bufer fosfato, se realizaron los 
reçuentos por duplicado en plaças de Agar Luria (in- 
cubacién durante 4 8 horas a 37“C).
Las unidades Klett (A  A: en medio con aminoâcidos;
A  A  : en medio sin cuninoâcidos) representan la
absorbancia a 660 nm en un colorimetro Klett-Summerson.
#   • Medio de cultivo normal.
0 ----  0 Medio de cultivo sin los 5 aminoâcidos que
el microorganismo requiere.
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que sufrieron la injuria térmica y fueron capaces de reparar el 
dano térmico en estas 3 a 4 horas. El incremento no fué debido al 
crecimiento y la divisiôn celular puesto que los microorganismos 
incubados en el medio sin aminoacidos mostraron un incremento para- 
lelo. De 4 a 9 horas se observa un plateau y despues de 9 horas a 
37*C las células empezaron a crecer y dividirse en el medio completo 
con un descenso concomitante en el nûmero de células, incubadas en 
el medio sin aminoacidos, capaces de formar colonias. El momento 
en el que se reanuda la divisién celular (9 horas a 37°C) quedô 
tambien indicado por el aumento en la absorbancia a 660 nm (Klett).
La injuria térmica producida despues de un tratamiento a 50®C 
durante 30 minutes y la subsiguiente reparaciôn a 37®C quedan ilus- 
tradas en la Figura 16. El nûmero de células que sufrieron dano 
térmico fué aproximadamente 90% del nûmero inicial y el 50% de éstas 
fueron capaces de reparar a 37'C en 4 horas. Despues de 4 horas, 
las células empezaron a crecer y dividirse. La absorbancia a 660 nm 
aumenté con este nuevo crecimiento celular.
Los perfiles de sedimentacién de los nucleoides de estas células 
se observan en la Figura 17. Las células fueron marcadas radioac- 
tivamente, calentadas a 50“C durante 30 minutes, recolectadas, resus- 
pendidas en el mismo medio sin precursores radioactives e incubadas 
a 37'C durante distintos periodos de tiempo. Despues de 1 hora a 
37'C (Figura 17-C) el pico a 4750 S tfpico de nucleoides calentados 
a 50'C durante 30 minutes (Figura 17-B) cambié a 5500 S y los 
nucleoides con coeficientes de sedimentacién intermedios empezaron 
a acumularse en este pico. Tambien aumenté el pico en el fonde de
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FIGURA 16: INJURIA TERMICA Y SU REPARACION DESPUES DE UN
TRATAMIENTO TERMICO A 50®C DURANTE 30 MIN.
El cultivo en fase exponencial se transfiriô de 37'C a 50'C 
durante 30 minutes, se recolectô mediante centrifugacién 
y el sedimento fué resuspendido en el mismo medio de cultivo 
e incubado a 37'C. Durante la incubacién se tomaron alicuotas 
periodicamente y tras las correspondientes diluciones en 
bufer fosfato, se realizaron los recuentos por duplicado en 
plaças de Agar Luria (incubacién durante 4 8 horas a 37'C).
Las unidades Klett (A ---- A ) representan la absorbancia
a 660 nm medida en un colorimetro Klett-Summerson.
Células viables en Agar Luria.
85
34
32
30
28 t
26 UJ 
24 ^  
22 
20
50C 37 'C
M
I
I
3
H
9H
>
0 3 4
MANEJO
TIEMPO (HR)
86
FIGURA 17: PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE LAS CELULAS SUFRIENDO INJURIA 
TERMICA (50®C, 30 MIN) Y SU REPARACION
14Un Cultivo celular en fase exponencial y marcado con C- 
tlmldlna y 3H-leucina fué calentado a 50®C durante 30 mi- 
nutos, fué recolectado,resuspendido en el mismo medio de 
cultivo sin radlactlvldad e Incubado a 37*C. Durante la 
Incubacién se tomaron alicuotas perlodlCcimente, se reco- 
lectaron las células mediante centrifugacién,y se procedlé 
a su llsls para la obtencién de nucleoides. La centrifuga­
cién de-los lisados se llevé a cabo a 4000 rpm hasta un 
total (ut) de 6x10® rad^/seg de la forma Indlcada en Mate­
riales y Métodos.
A; Células no calentadas (19 Klett)
B: 50»C, 30 minutes (14c=11199 CPM;®H=194379 CPM)(19 Klett)
C; 50®C, 30 minutes + 37"C, 60 minutes.
(14c =7447 CPM; =146011 CPM)(15 Klett)
D: 50®C, 30 minutes -*• 37®C, 120 minutes
(14c=8069 CPM; 3h=164079 CPM)(15 Klett)
E; 50®C, 30 minutes 37®C, 180 minutes
(■‘■^C=7375 CPM; ®H= 160440 CPM) (19 Klett)
F; 50®C, 30 minutes -*• 37®C, 240 minutes
(1<C=7733 CPM; 3H=173316 CPM)(33 Klett)
La flécha Indlca la poslclén normal de los nucleoides.
• -----  • l^C-tlmldlna. 0----- 0 ^H-leuclna.
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los gradientes. Despues de 2 horas a 37°C (Figura 17-D), el 
perfil de sedlmentacidn de los nucleoides retornd hacia la posicidn 
de los nucleoides no tratados termicamente, perdiendo al mismo tiem- 
po la asociaciôn con la protelna. La misma tendencia continua des­
pues de 3 y 4 horas a 37'C (Figuras 17-E y F). A las 4 horas a 
37*C, una pequena fraccifin de los nucleoides todavla sedimentada a 
4500 S aproximadcunente y en el fondo del gradiente se segula obser- 
vando un pico.
14La cantidad de radioactividad ( C-timidina cpm) que retorna 
a la posiciôn de los nucleoides no-calentados fué el 60% del total 
despues de 4 horas a 37°C. Este porcentaje estS de acuerdo con el 
porcentaje de cëlulas capaces de reparar el dano térmico y crecer 
en plaças (50%) . Para poder comparar los resultados de los nucleoi­
des con el crecimiento en plaças (Figura 16) se raidid en ambos casos 
la absorbancia a 660 nm antes de lisar las cëlulas. En la Figura 17 
(nucleoides), el crecimiento despues de reparar el dano tërmico ocu- 
rrië a las 3 horas.
Los cocientes leucina/timidina (cpm) de las fracciones en los 
perfiles de sedimentaciën de la Figura 17 se observan en la Tabla 4. 
En la ûltima regiën de sedimentaciën (fracciones 16-19) los 
cocientes son constantes dentro de cada perfil o en las mismas 
fracciones en diferentes perfiles (tiempos distintos de reparaciën 
a 37®C). En la regiôn de los nucleoides sin calentar (fracciones 
9-12) la tendencia es hacia una disminuciën en la cantidad de pro- 
telna asociada con los nucleoides a medida que la reparaciën pro­
gress de 1 a 4 horas a 37“C. El pico en el fondo de los gradientes
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(fracciones 24 y 25) mantuvo el mlsmo cociente proteina/DNA durante 
todo el proceso de reparaciSn.
Las cëlulas calentadas (50”C, 30 minutes) y reparadas (37°C,
4 horas) se trataron para obtener esferoplastos con el mismo trata- 
miento empleado en el aislamiento de los nucleoides pero sin anadir 
la soluciën detergente C. Estos esferoplastos se centrifugaron en 
gradientes de sacarosa y aparecleron al fondo de los gradientes, 
como era de esperar, y con el mismo cociente leucina/timidina (cpm) 
que el pico en el fondo de los gradientes que hemos venido obser- 
vando en todos loë perfiles de la Figura 17 (Tabla 4).
El examen microscëplco del material del fondo de los gradientes,
procédante de cëlulas en periodo de reparaciën, revelô unos cuerpos 
redondeados de un tamaho 1/5 a 1/20 del tamano original del E. coli 
K-12.
Cuando se aplica a las bacterias un tratamiento tërmico mas pro- 
longado (120 minutos a 50*C) y se sigue la reparaciën celular deter- 
minando su capacidad de formar colonias en Agar Luria y simultanea- 
mente el perfil de sedimentaciën de sus nucleoides, se obtienen 
los resultados expresados en las Figuras 18 y 19. En la Figura 18, 
se dibujë una extrapolaciën indicando la tasa de crecimiento del 
microorganismo para asi poder determinar el nûmero de cëlulas inju-
riadas y muertas. El ndmero de cëlulas que fueron capaces de recu-
perarse despues del trateuniento tërmico (plateau antes del creci­
miento y la divisiën de novo) fuë aproximadamente el 15% del ndmero 
inicial. La Figura 19 muestra los perfiles de sedimentaciën de los 
nucleoides procédantes de la cëlulas de la Figura 18. Los perfiles
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TABLA IV
COCIENTES LEUCINA/TIMIDINA (CPM) EN LOS NUCLEOIDES 
DE LAS CËLULAS QUE ESTAN SUFRIENDO LA INJURIA TERMICA 
Y SU POSTERIOR REPARACION (FIGURA 17)
COCIENTE H-leucina
H ----------C-timidina
(CPM)
Fracciën
50°C 
30 min.
Esfero­
plastos
9 9.7 6.0 9.2 5.0 4.0 72.3
10 9.1 7.0 4.8 2.7 2.6 79.8
11 6.8 9.9 3.5 2.5 2.5 87.0
12 8.1 5.6 3.6 33 3.2 104.0
16 7.5 7.6 6.7 7.7 8.0 47.0
17 7.7 8.2 7.7 8.1 7.0 30.2
1? 8.0 8.2 8.4 8.1 6.7 20.0
19 10.0 7.9 8.6 7.9 7.7 15.9
24 15.5 13.3 12.1 13.7 13.6 10.7
25 12.8 14.0 13.9 11.7 12.6 14.8
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FIGURA 18; INJURIA TERMICA Y SU REPARACION DESPUES DE UN 
TRATAMIENTO TERMICO A 50"C DURANTE 120 MIN.
Un cultivo celular en fase exponencial y marcado radlactiva- 
mente con l^C-timidlna y 3H-leucina sufrlë un calentamlento 
a 50°C durante 120 minutos, fuë recolectado, resuspendido 
en el mismo medio de cultivo sin radiactividad e incubado a 
37®C. Durante la incubaciën se tomaron alicuotas periodica- 
mete para observar los perfiles de sedimentaciën de los nu­
cleoides de estas cëlulas (Figura 19) y para determinar el 
ndmero de cëlulas viables en Agar Luria.
Las unidades Klett ( A  A ) representan la absorbancia a
660 nm medida en un colorïmetro Klett-Sumnerson.
• Recuencos en Agar Luria.
O Valores hipotëticos determinados conociendo el 
tiempo empleado por esta especie en duplicar el 
ndmero de cëlulas.
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FIGURA 19: PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE CËLULAS SUFRIENDO INJURIA TERMICA 
(50*C, 120 MIN) Y SU REPARACION
En la Figura 18, simultaneamente a la determlnaclôn del nûmero 
de cëlulas vlaiblea se llevë a cabo la llsis de estas cëlulas 
para asi observar su perfil de sedimentaciën. La centrifuga- 
ciën de los llsados se llevë a cabo a 4000 rpm basta un total 
(w^t) de 6x10’ rad‘/seg.
A;
B:
C;
D:
E:
F;
Cëlulas no calentadas (^^C=14982 CPM; ^H=98449 CPM)(28 Klett) 
50»C, 120 min (14c=ll012 CPM; 3h_79555 CPM)(25 Klett)
50*C, 120 min +,37"C, 1 hora.
(14c=7726 CPM; ’H=58171 CPM)(22 Klett)
50"C, 120 min + 37"C, 2 horas.
(14c=7711 CPM; 3n=58123 CPM)(22 Klett)
50®C, 120 min ■*^37”C, 4 horas.
(14c=7300 CPM;
SO*C, 120 min 37®C, 8 horas.
(14c=7040 CPM; 3h=56522 CPM)(42 Klett)
%=57829 CPM) (22 Klett)
La flécha indica la posiciën normal de los nucleoides.
14C-timidina; 0 H-leucina
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son similares, aunque mSs pianos y continuos, que los obtenidos 
de cëlulas reparando despues de un tratamiento de 30 minutos (Figu­
ra 17). El pico en el fondo de los gracientes tambien es mSs pro- 
nunciado. Despues de 5 horas a 37“C las cëlulas empiezan a crecer 
y en los perfiles de los nucleoides solo el 10% de la cantidad total 
de ^^C-timidina retorna a la posiciën de los nucleoides sin trata­
miento. Estas cifras indican que existe una buena correlaciën entre 
las cëlulas capaces de reparar y crecer en plaças (15%) y las cëlu­
las capaces de reparar sus nucleoides (10%) .
Para obtener mSs del 99% de cëlulas muertas, se empleë un tra­
tamiento tërmico de 52“C durante 40 minutos. Durante el periodo de 
reparaciën a 37®C se tomaron alicuotas para observar simultaneamente 
la capacidad celular de formar colonias (Figura 20) y los perfiles 
de sedimentaciën de sus nucleoides (Figura 21). Sometidos a este 
tratamiento tërmico, los nucleoides exhibieron unos perfiles de 
sedimentaciën atipicos con agregaciones (picos muy agudos compuestos 
por una fracciën solamente). Incluso despues de que las cëlulas 
supervivientes hubieran empezado a crecer y dividirse de nuevo, los 
nucleoides no mostraron ninguna tendencia a jretornar hacia la zona 
de los nucleoides normales (Figuras 21-C y D). El pico en el fondo 
de los perfiles es en este experimento mueho mayor que en el caso 
del tratamiento tërmico durante 30 y 120 minutos a 50°C (Figuras 
17 y 19) y aumenta durante el perîodo de incubaciën de las cëlulas 
a 37°C (Figuras 21-A, B, C y D).
FIGURA 20; INJURIA TERMICA Y SU REPARACION DESPUES DE UN 
TRATAMIENTO TERMICO A 52®C DURANTE 40 MIN.
El procedlmlento experimental fuë el mismo descrito en la 
Figura 18, pero en este caso el tratamiento tërmico se 
realizë a 52°C durante 40 minutos.
• Recuentos en Agar Luria.
A  A Absorbancia a 660 rpm.
98
99
52C 37*e
Q
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FIGURA 21: PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE CËLULAS SUFRIENDO INJURIA 
TERMICA (52®C, 40 MIN) Y SU REPARACION.
En la Figura 20, simultaneamente a la determinacifin del 
nûmero de cëlulas viables, se llevô a cabo la lisis de 
estas cëlulas para asi observar su perfil de sedimenta­
ciën. La centrifugaciën de los lisados se llevë a cabo 
a 4000 rpm hasta un total (w^t) de 6x10® rad^/seg.
A:
B;
C:
D:
14,52=C, 40 min ( C=14351 CPM; H=161785 CPM)(23 Klett) 
52'C, 40 min -*■ 37“C, 2 horas.
(14c=12862 CPM; 3|1=154330 CPM) (22 Klett)
52®C, 40 min -► 37®C, 6 horas 
(1^C=11958 CPM; ^H=148958 CPM)(22 Klett)
52°C, 40 min ■* 37®C, 8.5 horas.
(14c=12369 CPM; 3h=X63283 CPM)(31 Klett)
14C-timidina; 0 H-leucina
La flécha indica la posiciën normal de los nucleoides.
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2. Dano térmico y su reparacién despues de perlodos cortos de
calentamlento.
Para determinar el periodo de recuperaciOn despues de un trata­
miento térmico durante tiempos cortos ( 3 - 5  minutos a 50°C) emplea- 
mos la medida de la absorbancia a 660 nm (Klett), ya que en el re- 
cuento en plaças el error experimental es mayor que el efecto por 
el calor.
Despues de 5 minutos a 50“C el periodo de reparaciôn celular 
a 37®C dura 40 minutos en el caso de cultivos no enfriados despues 
del tratamiento y 50 minutos cuando los cultivos fueron enfriados a 
0"C (Figura 22).
Calentando las células a 50®C durante 4 minutos, enfriando el 
cultivo inmediatamente despues a 0“C y permitiendo entonces la repa- 
raciôn celular a medida que la temperatura aumentaba lentamente 
hasta 37®C, fuë posible observar un proceso de reparaciôn de los 
nucleoides que es sumamente rSpido (Figura 23). Despues del calen- 
tamiento, los tubos de ensayo con 0.1 ml de la suspensiôn celular 
se enfriaron inmediatamente a 0“C y se transfirieron a una estufa 
a 37“C en una gradilla de plSstico. En estas condiciones, los 
tubos llegaron a 25 - 30®C al cabo de 10 minutos. Durante el pro­
ceso (de 0 a 10 minutos) se volvieron a enfriar ciertos tubos a 
0”C para lisar inmediatamente las células y poder observar el perfil 
de sedimentacifin de sus nucleoides. Despues del tratamiento térmico 
(50°C, 4 minutos), los nucleoides (Figura 23-A) aparecen principal- 
mente en la parte superior del gradiente. Al comenzar el proceso de 
reparaciôn aparece un pico intermedio de 1050 S aproximadamente y
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FIGURA 22: INJURIA TERMICA Y SU REPARACION DESPUES DE UN
TRATAMIENTO TERMICO DURANTE 5 MIN A 50“C,
Dos cultivos en fase exponencial se transfirieron de 37®C 
a 50®C durante 5 minutos. Uno de los cultivos se enfriô 
inmediatamente en un bano de agua y hielo a 0®C donde se 
mantuvo durante 1 minuto, y el otro se dejo enfriar a tem­
peratura ambiante durante 1 minuto. Ambos se incubaron 
posteriormente a 37"C. Las unidades Klett representan la 
absorbancia a 660 nm.
• 37®C 50”C, 5 min Temperatura ambiante,
1 min 37*C
O 37'C -*■ 50"C, 5 min + 0“C, 1 min 37*C.
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FIGURA 23: PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE CELULAS SUFRIENDO INJURIA 
TERMICA (50»C, 4 MIN) Y SU REPARACION.
Un cultivo celular en fase exponencial y marcado radlactl- 
vamente con l^c-timidina y ^H-leucina se recolectd mediante 
centrifugaciën a 4®C y el sedimento fuë resuspendido en el 
mismo medio de cultivo sin radioactividad a 0“C. Alicuotas 
de 0.1 ml se transfirieron a tulxjs de vidrio (12x75 mm)(0”C) 
en donde se calentaron a 50®C durante 4 minutos. Despues del 
tratamiento térmico los tubos se enfriaron en un bano a 0®C 
(1 min) y posteriormente se incubaron en una cSmara a 37®C.
En estas condiciones, solamente despues de 10 minutos logra- 
ron los tubos con las células calentadas alcanzar una tem­
peratura de 25 a 30®C. Despues de los correspondientes 
tiempos de incubaciën las células se lisaron directamente 
sin recolecciën previa. Los lisados centrifugaron a 4000 rpm 
hasta un total (u)2t) de 6xlO@ rad^/seg.
50”C, 4 min -+ O'Ç, 5-10 min.
II.(14c=28094 CPM; 3h=262912 CPM)
B: 50®C, 4 min -*• 0®Ç, 1 min -*■ 30 seg, cémara a 37®C
(14c=28556 CPM; ^H=270350 CPM)
C: 50°C, 4 min -*■ 0®C, 1 min -+ 1 min, cSmara a 37®C
(1^C=29035 CPM; 3h=272914 CPM)
D: 50®C, 4 min -+ 0“C, I min -*■ 2 min, cSmara a 37®C
(14c=24686 CPM; 3h=238148 CPM)
E: 50®C, 4 min •* 0®C, 1 min -*■ 4 min, câmara a 37®C
(14c=24479 CPM; 3h=241688 CPM)
F: 50®C, 4 min -*• 0®Ç, 1 min •* 10 min, câmara a 37®C
(14c=22916 CPM; 3h =230811 CPM)
La flécha indica la posiciën normal de los nucleoides. 
•   # ^^C-timidina; 0 ----- O ^H-leucina.
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que parece estar iniclalroente asoclado con proteïna para luego 
perder esta asociaciôn (Figuras 23-B y C). Este pico intermedio 
y el DNA en la parte superior de los gradientes van cambiando pro- 
gresivamente de coeficiente de sediraentaciôn hasta formar un pico 
ancho con un coeficiente de sedimentaciôn de 1500 S aproximadamente 
(Figuras 23-D a 23-F) cuando la temperatura ha subido hasta unos 
30®C (10 minutos a 37®C).
El experimento se repitiÔ calentando las côlulas durante 3 
minutos a 50“C (Figura 24-A) y sin posterior enfriëuniento a O'C 
siguiendo el proceso de reparaciôn a 37"C. Despues del tratamiento 
térmico se observé el movimiento de los nucleoides hacia la parte 
superior de los gradientes (Figura 24-A). Al cabo de 7 minutos a 
37“C aparece en los gradientes un pico a 1600 S (Figura 24-B) y si 
el proceso de reparaciôn se deja continuât durante 60 minutos el 
perfil de sedimentaciôn de los nucleoides aparece mSs agudo y el 
coeficiente de sedimentaciôn pasa entonces a ser el mismo de los 
nucleoides normales (Figura 24-C). En el perfil de los nucleoides 
despues del tratamiento térmico (50°C, 3 minutos) se observa 
proteïna asociada con un hombro intermedio de radioactividad (24-A).
Cuando el tiempo de calentamlento a 50”0 se aumenta de 3 a 5 
minutos y sin enfrieuniento a 0®C se sigue el proceso de reparaciôn 
a 37"C, los perfiles de sedimentaciôn son similares a los observado 
en la Figura 24 (50”C, 3 minutos). Al cabo de 5 minutos a 37®C 
(Figura 25-B) el DNA pasa de estar en la parte superior del gra­
diente (Figura 25-A) a un pico ancho de 1600 S; si la reparaciôn a 
37“C continua hasta 60 minutos, el pico vuelve a aparecer en la
Ill
FIGURA 24: PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE CELULAS SUFRIENDO INJURIA 
TERMICA (50“C, 3 MIN) Y SU REPARACION.
Un cultivo en fase exponencial marcado radioactivamente 
con ^^C-timidina y ^H-leucina se calentÔ a 50®C durante 
3 minutos siguiendo el mismo prooedimiento experimental 
descrito en la Figura 23. Despues del tratamiento tërmico, 
uno de los tubos se enfriÔ inmediatamente en bano a 0“C 
y los otros dos se incubaron a 37®C sin enfriamiento previo. 
Las cëlulas se lisaron sin recolecciën previa y el lisado 
se centrifugé a 4000 rpm hasta un total (w^t) de 6x10^ 
rad^/seg.
A: 50°C, 3 min -► 0»C, 3 min ( C=25842 CPM; H=194289 CPM)
B: 50"C, 3 min - 37“C, 7 min (14c=26039 CPM; 3^=212620 CPM)
C: 50=C, 3 min -*■ 37'C, 60 min 0-^C=2A211 CPM; 3h=204211 CPM)
La flécha indica la posiciôn normal de los nucleoides.
14C-timidina; 0 H-leucina.
C i Ü L l O î E C A
112
SO
I
u
X•o
o
z .25 .50 .75
15
10
5
25 .50 .75
15
10
5
PARTE
SUPERIOR
.25 .50 .75
SEOWENTACrON ; FRACCION DISTANCIA TOTAL
FIGURA 25; PERFILES DE SEDIMENTACION DE LOS NUCLEOIDES 
PROCEDENTES DE CELULAS SUFRIENDO INJURIA 
TERMICA (50'C, 5 MIN) ï SU REPARACION
El procedimiento experimental fué exactamente el mismo 
descrito en la Figura 24 con la excepciôn del tiempo de 
calentamiento.
50»C, 5 min -► O'C, 3 min C=23381 CPM; ^H=176723 CPM) 
50°C, 5 min -► 37'C, 5 min (14c=23950 CPM; 3h=192934 CPM) 
50'C, 5 min -*■ 37'C, 60 min (14c=22411 CPM; 3h=186423 CPM)
La flécha indica la posiciën normal de los nucleoides.
14 3
• ----- • C-timidina; O -----O H-leucina.
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posiciôn de los nucleoides normales y ademSs se agudiza (Figura 
25-C) .
El papel que la sintesis de RNA juega en el proceso de repara- 
ciôn despues del tratamiento térmico se estudiô mediante el use del 
inhibldor rifampiclna.
La adiclôn de rifampiclna a la suspensiôn celular a 0°C despues 
del tratamiento térmico ocasiona la inhibiciCn parcial del proceso 
de reparaciôn de los nucleoides (Figura 26). Cuando las células 
se calientan a 50“C durante 4 minutes con enfriamiento posterior a 
0®C (durante 10 minutes) antes de lisarlas, todo su DNA aparece en 
la parte superior del gradiente (Figura 26-A). El mantenimiento de 
las células a 0“C durante 10 minutes dé lugar a un perfil de sedi- 
mentacifin distinto del obtenido cuando las células calentadas se 
mantienen a 0°C durante périodes de tiempo menores (Figura 23-A), 
este indica que a 0®C ocurren ciertos cambios estructurales in vivo.
'En células sin calentar, la adicién de rifampiclna a 0°C y la 
subsiguiente incubacifin a 37®C dân lugar a una disminuciCn progre- 
siva del coeficiente de sedimentacién de sus nucleoides hasta 1300 S 
despues de 5 minutes (Figura 26-B) y hasta 1000 S despues de 60 
minutes (Figura 26-D). Si anadimos la rifampiclna a 0°C a células 
calentadas (50*C, 4 minutes) el proceso de reparaciôn normal ocurre 
més lentamente y no acaba de completarse (Figuras 26-C y E); despues 
de 5 minutes a 37°C el pico en el perfil de sedimentaciôn aparece 
a 600 S y despues de 60 minutes a 1000 S, que sigue siendo un valor 
mucho més pequeno que el de los nucleoides normales. La reparaciôn 
del dano térmico en presencia de rifampiclna, medida corne incremento
116
FIGURA 26: PERFILES DE SEDIHENTACION DE LOS NUCLEOIDES
PROCEDENTES DE CELULAS NORMALES Y SUFRIENDO 
INJURIA TERMICA (50"C, 4 MIN) Y SU REPARACION 
CON Y SIN RIFAMPICINA.
14 3Un cultivo exponencial marcado con C-timldina y H-leuclna
se recolectô mediante centrifugacldn y el sedlmento fué re­
sus pendldo en el mismo medio de cultivo sin radlactivldad 
a 0®C. Alicuotas de 0.1 ml se transfirieron a 5 tubos de 
vidrio (12x75 mm)(0*C). Très de los tubos se calentaron a 
50®C durante 4 minutes con posterior enfriamiento a 0®C, 
y las células en uno de ellos se lisaron para observar la 
sedimentacidn de los nucleoides despues del tratamiento 
térmico; a los otros dos tubos calentados se les anadid 
rifampiclna (calbiochem, grade B)(100 wg/ml) a 0®C y pos- 
teriormente fueron incubados en un bano de agua a 37®C 
durante 5 y 60 minutes respectivzunente. Corne control, los 
dos tubos con la suspensién celular y sin calentar se mantu- 
vieron aO'C hasta la adiccidn de rifampiclna y posterior- 
mente se incubaron tarabien en un bano de agua a 37®C duran­
te 5 y 60 minutos respectivamente. Las células en todos 
los cases se lisaron sin recoleccién previa y los lisados 
se centrifugaron a 4000 rpm hasta un total (uict) de 6x10* 
rad2/seg.
50*C, 4 min 0*C, 10 min (^^C=16059 CPM; ^H=149752 CPM)
0°C, 4 min 37”C, 5 min (^^C=18261 CPM; ^H=185737 CPM)
50“C, 4 min 37®C, 5 min (^^C=15977 CPM; ^H=152597 CPM)
0°C, 4 min 37"C,.60 min (^^C=15047 CPM; ^H=149705 CPM) 
50°C, 4 min ® F  37°C, 60 min (^^C=15829 CPM; ^H=157462 CPM)
Las fléchas indican la posicién normal de los nucleoides.
14C-timidina; 0 H-leucina.
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del coeficiente de sediinentacifin de los nucleoides, es inhibida 
parcialmente.
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________ DISCUSION
A_j________ Dano tSrmico
El tratamiento térmico de las bacterias, sin posterior enfria­
miento, produce un aumento en el coeficiente de sedimentaciôn de 
sus nucleoides desde 1800 S hasta 5000 S (Figura 4) acompanado de 
una mayor cantidad de proteina celular asociada a los mismos.
El calentamiento a 50®C durante perlodos de tiempo cortos 
(6 a 8 minutos) origina un aumento progresivo en la cantidad de 
proteina asociada con los nucleoides a medida que el coeficiente 
de sedimentacifin aumenta dentro de cada perfil; sin embargo, despues 
de 10 minutos de calentamiento el perfil de sedimentaciôn de los nu­
cleoides es un continue desde 0 S hasta 5000 S (4 000 rpm) y los coe- 
ficientes leucina/timidina (cpm) son similares en fracciones con 
muy distintos coeficientes de sedimentaciôn (Figura 4-F). Esta 
observaciôn no se puede explicar solamente en base al incremento 
de masa producido por la asociaciôn de proteina sino que un nuevo 
proceso que afecta el nucleoide debe ser responsable de que, incluse 
teniendo la misma cantidad de proteina asociada a ellos, los nu­
cleoides muestren coeficientes de sedimentaciôn distintos.
Los tiempos de calentamiento cortos (2 a 4 minutos) con enfria­
miento de las células a 0°C antes y despues del tratamiento, dan 
lugar a nucleoides que tienen coeficientes de sedimentaciôn menores 
de lo normal (1200 S)(Figura 5). Al aumentar el tiempo de calenta­
miento en estas condiciones, se observa un aumento del coeficiente 
de sedimentaciôn (desde la posiciôn 1200 S) que es similar al obser- 
vado en células que no han sido enfriadas despues del calentamiento
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(Figura 4) pero en este caso (Figura 5) los nucleoides no llegan 
a alcanzar un valor tan alto en S y ademSs tienen mSs tendencia a 
agregarse. Estas agregaciones estan formadas por un pico que es 
muy agudo (una sola fracciôn) y en caso de ocurrir son capaces de 
agrcgar tambien a nucleoides completamente normales cuando ambas 
clases de nucleoides se lisan al mismo tiempo. La agregaciôn en la 
Figura 5-C sugiere que los nucleoides procédantes de células calen­
tadas y enfriadas posteriormente tienen mSs cabos de DNA sueltos 
que pueden entrecruzarse que los nucleoides calentados sin poste­
rior enfriamiento.
El calentamiento durante perlodos de tiempo mayores (15, 30 y 
60 minutos)(Figura 6) no hace cambiar sustancialmente el perfil de 
sedimentaciôn de los nucleoides con respecto al calentamiento duran­
te 10 minutos (Figura 4-F), si la centrifugaciôn de los gradientes 
se lleva a cabo a 4000 rpm. FI pico en el fondo del perfil aumenta 
progresivamente con el tiempo de calentamiento y parece estar com- 
puesto de cuerpos redondeados y peguenos (posiblemente vesîculas) d« 
un tamano de 1/5 a 1/20 del tamano del microorganismo. Drlica 
et al. (1978) y Meyer et al. (1976) demostraron que més del 80% de 
los fragmentos de la membrana celular en los nucleoides asociados 
con membrana existen en forma de vesîcula.
Centrifugando los nucleoides de células calentadas (15, 30 y 
60 minutes) a 7000 rpm se observaron marcadas diferencias en los 
perfiles a medida que el tiempo de calentamiento aumentaba (Figura 
7), indicândonos que la dependencia del coeficiente de sedimenta­
ciôn en la velocidad de centrifugaciôn aumenta con el tiempo de
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calentamiento, lo que a su vez sugiere que los nucleoides sufren 
un desdoblamiento progresivo de su DNA en estas condiciones (Hecht 
et al., 1977). Este desdoblamiento puede ser debido a una desesta- 
bilizaciôn del RNA en la parte central del nucleoide ya que Pettijohi 
et al. (1973) y Hecht y Pettijohn (1976) han demostrado la libera- 
ciôn dél RNA asociado al nucleoide, despues del calentauniento in 
vitro. Comprobaron en sus experimentos, que para que se iniciase 
la disociaciôn se necesitaban temperatures superiores a los 50®C 
(5 minutos) y para liberar todo el RNA, 96'C durante 5 minutos.
Los dos efectos principales producidos por el tratamiento tér­
mico in vivo en los nucleoides, asociaciôn de proteina y desdobla­
miento, pueden explicar fxsrqué los cocientes leucina/timidina son 
practicamente similares en nucleoides con coeficientes de sedimenta­
ciôn muy distintos despues de un calentamiento durante 10 ô mâs 
minutos (Figura 4-F). Aquellos nucleoides que han sufrido mayor 
dano térmico probablemente habrSn sufrido tambien un mayor desdobla­
miento y tendrSn més cantidad de proteina asociada; la superposiciôn 
de estes dos fenômenos de efecto contrario en el coeficiente de 
sedimentaciôn de los nucleoides darîa lugar a una poblaciôn de nu­
cleoides con el mismo cociente proteina/DNA y con coeficientes de 
sedimentaciôn muy diferentes, como de hecho ocurre. El cociente 
proteina/DNA demuestra que despues de 6 y 6 minutos de calentamiento 
(Figuras 4-D y E) prédomina el efecto de la asociaciôn de proteina, 
dando lugar a un aumento de la cantidad de proteina a medida que los 
coeficientes de sedimentaciôn aumentan dentro de cada perfil.
Despues de 10 minutos de calentamiento, el desdoblamiento de los nu-
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cleoides va aimentando en Importancia relativa y compensa en direc- 
ciôn contraria el efecto de la mayor cantidad de proteina asociada 
con los nucleoides més danados. La comparaciôn de las pendientes 
de los cocientes leucina/timidina de las Figuras 4-D, E y F indica 
que el desdoblamiento aumenta durante unos 6 a 8 minutos de calen- 
tcuniento pero pasa a ser relativamente importante despues de 10 mi­
nutos (pendiente 0). Las pendientes tambien indican que al asocia­
ciôn de proteina precede al desdoblamiento de los dominios de DNA 
en el nucleoide.
Las Figuras 11 y 12 corroboran que despues de 8 minutos de 
calentamiento existe un desdoblamiento de los dominios de DNA; en 
esas figuras se observan picos bien diferenciados, en vez de perfi­
les de sedimentaciôn continues, que corresponden a nucleoides que se 
centrifugan a 3700 rpm y 3000 rpm. Ademés cuando los mismos nucleoi­
des se centrifugaron a 6000 rpm (Figura 12-C) su coeficiente de se­
dimentaciôn disminuyô considerablemente aunque no debido a una pêr- 
dida de proteina (masa) a esta nueva velocidad ya que el cociente 
protelna/DNA era el mismo de antes. Esta dependencia tan enorroe 
del coeficiente de sedimentaciôn en la velocidad de centrifugaciôn 
solamente puede deberse a  un grado considerablemente de desdobla­
miento o desestabilizaciôn estructural (Hecht et al., 1977).
Los nucleoides de células calentadas durante 120 minutos (Figu­
ra 8) presentaron un coeficiente de sedimentaciôn medio de 3750 S 
aproximadamente y el perfil de sedimentaciôn era més piano que el 
de los nucleoides de células calentadas durante menos tiempo. En
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este caso, la disminuciôn del coeficiente de sedimentaciôn puede 
ser debido a una combinaciôn de dos efectos: desdoblamiento del
DNA en el nucleoide y rotura del DNA. La rotura del DNA queda pa­
tente en el aumento sustancial de la cantidad de DNA en la parte 
superior del gradiente. Los perfiles de sedimentaciôn de estos 
nucleoides calentados durante tanto tiempo (120 minutos) muestran 
a veces mûltiples agregaciones al ir perdiendo su estructura cuando 
el dano térmico es tan pronunciado. La inducciôn por el calor de 
roturas en el DNA de E. coli ha sido bien establecida en diverses 
trabajos (WoodcocJc y Grigg, 1972; Gômez, 1977; Sedgwick y Bridges, 
1972; Pierson et al., 1978) y también se sabe que la rotura del DNA 
produce una disminuciôn del coeficiente de sedimentaciôn de los 
nucleoides (Lydersen y Pettijohn, 1977; Pettijohn, 1976), pero no 
hace variar el efecto de la velocidad de centrifugaciôn en este 
coeficiente. Es muy probable por lo tanto que los nucleoides de 
células calentadas durante 15, 30 y 60 minutos hayan sufrido roturas 
en su DNA aunque este efecto es dificil de separar completamente 
del desdoblamiento de los nucleoides.
Los nucleoides calentados asociados con proteina, se compararon 
con los nucleoides asociados con membrana producidos lisando las cé­
lulas sin calentar con una soluciôn detergente sin sarkosyl. Si 
marcamos radioactivamente los fosfollpidos de la membrana celular
con ^H-glicerol, se puede observar que los nucleoides asociados con
14membrana (12.8% del total de cpm C-timidina y 22.8% del total de 
cpm ^H-glicerol) sedimentan a 3750 S. Los porcentajes entre parén- 
tesis nos indican que el 13%/70% = 19% (70% es el total de cpm
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14C-timidlna en ambos picos de la Figura 9-A) de los nucleoides 
esté asociado, al menos, con el 22.8% de la cantidad total de mem­
brana, lo que sugiere que estos nucleoides deben tener asociada a 
ellos la membrana compléta de E. coli (aproximadsunente el 20% del 
total de nucleoides tiene asociada el 20% de la cantidad total de 
membrana). Esta conclusiôn se apoya tambien en el hallazgo de 
Materman y Van Gool (1978) de que el nucleoide es capaz de atrapar 
fragmentos de las envolturas celulares en el momento en que estas 
estén formando vesîculas. Otra posible explicaciCn de tal cantidad 
de membrana asociada al nucleoide podrîa ser la existencia de vesî­
culas (membranas) sin DNA y con el mismo coeficiente de sedimenta­
ciôn, aunque esta alternativa irîa en contra de los resultados ob- 
tenidos por Drlica et al. que determinaron que el nucleoide asociado 
a la membrana y la membrana tienen distintos, aunque adicionêJbles, 
coeficientes de sedimentaciôn. Bajo sus condiciones expérimentales 
el nucleoide asociado con membrana sedimentaba a 5800 S y al sepa- 
rarle de la membrana 1700 S, siendo el coeficiente de sedimentaciôn 
de esta membrana 4000 S.
El perfil de los nucleoides procédantes de células calentadas 
y lisadas con sarkosyl no mostrô ninguna cantidad apreciable de 
fosfolîpidos (membrana) asociada a ellos indicando que en nuestras 
condiciones de trabajo el nucleoide calentado y asociado con proteî- 
na no esté asociado a la membrana. Si las células calentadas se 
lisan con la técnica empleada en la obtenciôn de nucleoides asocia­
dos con membrana (Figuras 9-A y 9-C) se puede observar un aumento 
del coeficiente de sedimentaciôn de los nucleoides y la cantidad de
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^H-glicerol en este nuevo pico es 22.6% (la misma que se obtiene 
con células sin tratar); este aumento del coeficiente de sedimenta­
ciôn y el hecho de que el pico pasa a ser més agudo sugiere que la 
estructura del nucleoide queda estabilizada por el esqueleto que 
la membrana le proporciona o siraplemente que la adiciôn de nuevas 
proteinas procédantes de la membrana incrementan la masa del nu­
cleoide.
La relaciôn entre el desdoblamiento del nucleoide que el calor 
induce y los procesos que le ocurren intracelularmente al nucleoide 
en estas condiciones es dificil de establecer ya que siempre cabe 
la posibilidad de que el desdoblamiento sea un efecto indirecto 
producido por la técnica empleada en lisar las células, siendo el 
efecto primario la pérdida de la caracterlstica superbelicoidal del 
DNA en el nucleoide producida por la rotura del DNA que el calor 
induce. Como Richardson (1975) indicé, cuando se trata el complejo 
DNA-RNA naciente con dodecil suifato sôdico, todo el RNA se libera 
si el DNA no es superhelicoidal, mientras que cuando el DNA es 
superhelicoidal, solo se libera el 40% del RNA; el otro 60% queda 
sin embargo més enlazado al DNA aparentemente por medio de una hé­
lice hibrida de unos 600 nucleotidos de longitud. Si este mismo 
fuera el efecto del sarkosyl en los nucleoides, la pérdida de super- 
helicidad del DNA, inducida por el calor, podrîa ocasionar un desdo­
blamiento del nucleoide, despues del tratamiento con sarkosyl, 
debido a la liberaciôn de RNA a partir del DNA no-superhelicoidal.
El nucleoide desplegado serîa entonces una estructura artificial 
que se forma durante la lisis. Otros autores han sugerido tambien
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esta filtima posibilidad (Materman y Van Gool, 1978).
El procedimiento de lisis se modificô de diferentes maneras 
con el fin de disociar la proteina que se habia asociado con los 
nucleoides durante el calentamiento:
a. Aumentando la cantidad de lisozima (10 mg/ml y 40 
mg/ml).
b. Aumentando el tiempo de incubaciSn con lisozima (15 y 
30 minutos a 25“C) .
c. Aumentando la concentraciôn de sarkosyl en la soluciôn 
detergente (50 mg/ml y 100 mg/ml).
d. Aumentando la temperature y tiempo de incubaciôn de la 
soluciôn detergente (25®C, 15 y 30 minutos).
e. Combinando los factores a, b, c y d.
Con ninguna de estas variaciones del mëtodo de obtenciôn de los 
nucleoides se pudo detectar variaciôn alguna de los nucleoides aso­
ciados con membrana lo que sugiere que la asociaciôn nucleoide- 
proteîna se establece dentro de la cëlula. Esta conclusiôn se basa 
tambien en los expérimentes de reconstrucciôn (Figura 14) en los 
cuales se lisaron conjunteunente células calentadas y sin calentar 
sin que dieran lugar a ninguna interacciôn visible entre ambos 
nucleoides. ,
El efecto relative de la velocidad de centrifugaciôn en los 
coeficientes de sedimentaciôn de los nucleoides sin calentar y aso­
ciados con membrana, en los nucleoides calentados asociados con 
proteina y en los nucleoides calentados asociados con membrana 
y proteina se determiné a velocidades de centrifugaciôn distin­
tas (6000, 4000, 3700 y 3000 rpm) (Figuras 9, 11 y 12). Los
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nucleoides sin calentar, tanto libres de membrana como asociados a 
la misma, no mostraron ningûn cambio en su coeficiente de sedimen­
taciôn. Los nucleoides calentados y asociados con proteina se viô 
que eran muy dependientes de la velocidad de centrifugaciôn por en- 
cima de 3700 rpm y pasaron de sedimentar a 5500 S (3700 rpm) a sedi- 
mentar a 1700 S aproximadamente (6000 rpm); el nuevo pico sigue es- 
tando asociado con proteina lo que indica que el cambio no se debe 
a ninguna pérdida importante de masa. La dependencia del coeficien­
te de sedimentaciôn de estos nucleoides calentados queda reflejada 
tambien en la Figura 13 a velocidades de 4000, 7000, 17000 y 30000 
rpm. De estos experimentos se deduce que de 4000 rpm hasta menos 
de 6000 rpm el coeficiente de sedimentaciôn de los nucleoides calen­
tados depende enormemente de la velocidad de centrifugaciôn, mien­
tras que a mâs de 6000 rpm los nucleoides empiezan a formar agrega­
ciones, siendo estas agregaciones inespecificas ya que incluyen nu­
cleoides sin calentar lisados conjuntamente.
La velocidad de centrifugaciôn a la que los nucleoides calenta­
dos se empiezan a agregar, es dificil de determinar debido a su 
enorme dependencia de la velocidad por encima de 4000 rpm. A 4000 
rpm, el perfil de sedimentaciôn continue (piano) se debe fundamen­
ts Imente al desdoblamiento de la estructura y no a agregaciôn como 
se demostrô lisando células calentadas y sin calentar simultanea- 
mente; en estas condiciones, soleunente 2.5% de los nucleoides sin 
calentar aparecieron asociados a los nucleoides calentados. A 
3700 rpm, no se observé practicamente ninguna agregaciôn (Figura 
14). En la Tabla 5 se puede observar la comparaciôn de la dependen­
cia del coeficiente de sedimentaciôn en la velocidad de centrifuge-
TABLA V
DEPENDENCIA DEL COEFICIENTE DE SEDIMENTACION EN LA VELOCI­
DAD DE CENTRIFUGACION (NUCLEOIDES CALENTADOS Y SIN CALENTAR)
Velocidad de 
Centrifugaciôn 
(CPM)
Nucleoide
Normal
Nucleoide 
Asociado a la 
Membrana®
Despues de 
30 min a 
50'C b
3000 IBOOS 5300S 'v 5500S
4000 1800S 5200S ~ 4500S
7000 1800S 5000S •V- 13005
17000 1600S 3500S ~ 10005
30000 lOOOS "V 8005
a. Hecht et al. (1977)
Determlnados en este trabajo.
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ciôn en nucleoides calentados y no calentados.
La comparaciôn de los nucleoides calentados y asociados con 
membrana y proteina (Figura 11-C) con los nucleoides sin calentar 
y asociados con membrana (Figura 11-A) nos indica que hay una mayor 
cantidad de proteina asociada a los nucleoides calentados, lo que 
sugiere que el tratamiento térmico dS lugar a la asociaciôn con 
proteina que no es, o al menos no solamente es, proteina de membra­
na. De hecho, el 4% del total de las cpm de ^H-leucina asociado 
al nucleoide asociado con membrana y no calentado (Figura 11-A) 
explica el aumento, (de 23% a 27%) de la cantidad de ^H-leucina que 
el nucleoide calentado sufre, cuando se deja intacta su asociaciôn 
con la membrana (Figuras 11-B y C) e indica que, al menos, parte de 
la diferencia entre el coeficiente de sedimentaciôn de los nucleoi­
des calentados con y sin membrana se debe a la adiciôn de la pro­
teina de membrana. El ûltimo razonamiento concuerda con el hecho 
comprobado de que la misma cantidad total de fosfollpidos de membra­
na se asocia a los nucleoides sin calentar asociados con membrana 
y a los nucleoides calentados asociados con membrana y con proteina 
(Figuras 9-A y 9-C).
B.________ Reparaciôn despues del dano térmico
Tratando a las células de E. coli K-12, cepa KU 105, a 50®C 
durante 120 minutos la pérdida de viabilidad fué de 2.7 ciclos loga- 
rltmicos (Figura 15) y durante la reparaciôn a 37"C los recuentos 
se volvieron a incrementar desde 4 x 10^ a 2.5 x 10® células/ml; 
este aumento en células viables se debla a las células capaces de
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reparar el dano térmico y no a crecimiento y division celular ya 
que el medio de cultivo no posela ninguno de los 5 aminoScidos que 
esta cepa requiere. En las células incubadas en medio definido con 
los aminoâcidos requeridos se observô primero el mismo aumento en 
viabilidad que en el caso anterior y despues un plateau en el nOmerc 
de células viables que es tlpico del final del perïodo de reparaciôr 
(Busta, 1978) y que precede al crecimiento y divisiôn celular (la 
absorbancia ôptica a 660 nm empieza a aumentar de nuevo con el nuevc 
crecimiento celular). Al mismo tiempo que las células en medio com- 
pleto vuelven a crecer, las que estén incubadas en medio sin amino- i 
écidos mueren o pierden su viabilidad en las plaças, lo que sugiere: 
que el bloqueo de la sintesis protéica puede ser létal para nuestra 
cepa de E. coli.
El tratamiento térmico de las células durante 30 minutos a 
50®C (Figura 16) produce aproximadamente un 50% de células que, 
sufriendo el dano térmico, luego son capaces de repararlo (plateau 
en el recuento de células viables); despues de 4 horas a 37"C estas . 
células empiezan a crecer de nuevo y a dividirse, como lo indica 
el aumento de densidad ôptica. La reparaciôn se muestra en los 
perfiles de sedimentaci5n de los nucleoides (Figura 17) como una 
restauraciôn del pico propio de los nucleoides sin calentar, a par- ; 
tir del perfil continue y piano que corresponde a los nucleoides 
asociados con proteina que se observa inmediatamente despues del 
tratamiento térmico. Despues de 1 hora a 37®C (Figura 17-C) ocurre 
una cierta reparaciôn del desdoblamiento del nucleoide como se puede 
deducir de la pérdida de material en el centro del gradiente que
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pasa a ser menos dependiente de la velocidad de centrifugaciôn; 
estos nucleoides, asi como los que aparecîan inicialmente a 4750 S 
(Figura 17-B) sedimentan ahora a aproximadamente 5500 S (Figura 
17-C) . La flltima deducciôn esté de acuerdo con el hecho de que los
nucleoides calentados durante 30 minutos a 50°C tienen un coeficien­
te de sedimentaciôn de 5500 S cuando se centrifugan a 3000 rpm 
(Figura 12-A) y con los experimentos de landolo (1974) que determinô 
que la sintesis de RNA, (y no la proteina) se iniciaba inmediatamen­
te despues del tratamiento térmico. El aumento del coeficiente de
sedimentaciôn, despues de 1 hora de reparaciôn, puede indicar al
mismo tiempo reparaciôn de las roturas del DNA que se sabe que ocu­
rre en estas condiciones (Woodscoo)c y Grigg, 1972; Gômez, 1977) y 
que darla lugar tambien a un aumento del coeficiente de sedimenta­
ciôn (Ulmer, 1978). Despues de 2 horas a 37'C (Figura 17-C), la 
proteina se va disociando de los nucleoides al ir estos regresando 
progresivamente hacia la posiciôn de los nucleoides sin calentar; 
este movimiento va acompanado, como se esperaba, por una disminu­
ciôn del cociente leucina/timidina (protelna/DNA) en aquellas frac­
ciones que corresponden a la regiôn de los nucleoides sin calentar 
(Tabla 4). Despues de 3 horas a 37“C (Figura 17-E), cuando la 
densidad Ôptica empieza a aumentar, lo que indica un crecimiento 
de novo, podemos observar un pico que ya no tiene proteina asociada 
en la posiciôn de los nucleoides normales. El proceso de reparaciôn 
queda completado despues de 4 horas a 37"C (Figura 17-E) ; en ese 
momento, el 60% de la ^^C-timidina ha regresado a la posiciôn de los 
nucleoides normales (Figura 17-A). Este nuevo pico esté compuesto
de nucleoides completamente reparados y esté de acuerdo con la ob- 
servaciôn de que aproximadamente el 50% de las células son capaces 
de reparar el dano térmico en estas condiciones de calentamiento, 
como lo demuestran los recuentos de células viables en plaças.
Estos resultados, tornados conjuntamente sugieren que para que la 
célula sea capaz de crecer y dividirse previaroente debe tener lugar 
la reparaciôn del desdoblamiento del nucleoide y de su asociaciôn 
con la proteina celular.
Teniendo en cuenta que las proteinas de membrana solamente 
representan del 10 al 20% de la proteina celular (Stanier et al. 
1976) hemos de deducir (Tabla 6) que la proteina citoplésmica (o 
al menos no solo la proteina de membrana) debe estar asociada al 
nucleoide despues del tratamiento térr.iico. La cantidad de proteina 
asociada aumenta a medida que lo hace el tiempo de calentamiento a 
50"C.
La curva de reparaciôn en plaças de las células calentadas du­
rante 120 minutos (Figura 18) muestra un incremento inicial en el 
nûmero de células viables que es tlpico de la reparaciôn y que indi­
ca que aproximadamente el 15% del las células calentadas son capaces 
de recuperarse y més tarde (5 horas a 37'C) volver a crecer y divi­
dirse. El perfil de sedimentaciôn de los nucleoides a los mismos 
tiempos de los recuentos en plaças indica que despues de una, dos y 
cuatro horas a 37'C no hubo ninguna variaciôn significative; sin 
embargo, despues de 8 horas, cuando la reparaciôn se ha completado y 
el crecimiento de novo ha vuelto a ocurrir, podemos observar un pico 
pequeno en la posiciôn de los nucleoides normales y que no tiene
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TABLA VI
PORCENTAJE DE ^H-LEUCIWA QUE SE RECUPERAN 
EN LAS FRACCIONES 10-27 DE LOS GRADIENTES®.
Tratamiento
Térmico % ^H-Leucina (CPM)
No calentados q.9
50®C, 15 min 24.8
50°C, 30 min 26.8
50°C, 60 min 32.5
50°C, 120 min 38.2
La fraccion 10 représenta la posicion en 
el gradiente en la cual el porcentaje de 
proteina celular total,proviniente de la 
parte superior, deja de ser significativa. 
La fraccion 27 es la ultima fraccion (par­
te inferior del gradiente).
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proteina asociada. Este pico contiene aproximadamente el 10% del 
14total de C-timidina, indicando que aproximadeunente este porcenta- 
je de células son capaces de reparar sus nucleoides, porcentaje que 
por otra parte concuerda con el de supervivencia de las células en 
plaças que es aproximadamente del 15%.
El calentzuniento de las células a 52'C durante 40 minutos (Fi­
gura 20) nos permite investigar las caracterlsticas de los nucleoides
de las células incapaces de repararse y que por lo tanto mueren 
puesto que éstas condiciones de calentamiento dan lugar a la muerte 
de mâs del 99% de las bacterias, Los perfiles de sedimentaciôn de 
los nucleoides (Figura 21) no muestran ninguna reparaciôn en el tiem­
po de Incubaciôn a 37'C lo que sugiere que las células son incapaces 
de reparar sus nucleoides. Estos nucleoides de células muertas mos­
traron dos caracterlsticas: a) formaciôn de agregaciones a 4000
rpm, sugiriendo dano estructural pronunciado, y b) formaciôn de un 
pico en el fondo del gradiente que mediante examen microscôpico de­
mostrô estar fornado por cuerpos redondeados, posiblemente vesîculas, 
con DNA y proteinas asociadas o atrapadas en ellos.
Si las células de E. coli K-12 cepa KU 105 que empleamos en este
estudio se tratan tërmicamente a 50'C, durante perlodos de tiempo 
cortos (por ejemplo 5 minutos), se produce una disminuciôn en u
el nûmero de células viables de menos del 20% (Figura 3) y la induc­
ciôn de un perïodo de 35 - 45 minutos antes de un nuevo crecimiento 
y divisiôn celular (Figura 22). Estos tratamientos cortos (3 a 5 
minutos) producen una disminuciôn del coeficiente de sedimentaciôn 
de los nucleoides hasta 1200 S aproximadamente (Figura 5), aunque el
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valor exacto depends del tiempo que las células se mantiene a 0°C 
despues del tratamiento térmico (Figuras 5, 23, 24, 25 y 26). La 
reparaciôn de estos nucleoides se siguiô durante la incubaciôn a 
37'C. Cuando las células calentadas se mantuvieron a O'C durante 
3 minutos despues del tratamiento térmico (50'C, 4 min; Figura 23-A) , 
la mayor parte del DNA aparece en la parte superior de los gradientes 
con un hombro en el perfil de sedimentaciôn a unos 1000 S; durante Is 
reparaciôn de O'C a 37'C (Figura 23) los nucleoides aumentaron pro­
gresivamente su coeficiente de sedimentaciôn de 1000 S a 1500 - 1600 
S que coincide con el coeficiente de sedimentaciôn de nucleoides 
procédantes de células que no sufrieron enfriamiento a O'C despues 
del tratamiento térmico. Este experimento indica que el nucleoide 
repara el dano térmico progresivamente y en un perïodo de tiempo muy 
corto a temperatura ambiante ; este proceso de reparaciôn va acompana­
do de pérdida de la proteina (aproximadamente 5%) asociada con el 
hombro a 1200 S (Figuras 23-A, B, C y D). El cambio del coeficiente 
de sedimentaciôn (de 1800 S a 1200 S) puede deberse a uno o mâs cam­
bios estructurales que nuestra técnica no puede discernir en estas 
condiciones;
a. Efecto del enfriamiento a O'C inmediatamente despues del 
calentamiento impidiendo el "reanillamiento"(reannealing) 
de las cadenas del DNA.
b. Roturas del DNA.
c. Desdoblamiento del nucleoide debido a la disociaciôn del 
DNA.
d. Cambios estructurales debidos a la proteina asociada.
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e. Comblnaclones de los efectos anterlores (por ejemplo, el
"desapareado" (unpalrlng) de las bases 6 la rotura dtl DNA 
darîa lugar a la pérdida de las superhélices de DNA lo que 
a su vez producirîa la liberaciôn del RNA de los nucleoi­
des durante la lisis de las células bajo tratamiento de­
tergente) .
De”cualquier manera existe una asociaciôn real de proteînt (a- 
proximadaroente 5% del total) que puede ser el paso inicial del proce­
so de asociaciôn de proteina que dé lugar a nucleoides coh coefx;ientei 
de sedimentaciôn mucho mayores de lo normal (5500 S) que se observan 
despues de un tratamiento térmico prolongado (Figura 12). La ?ro- 
telna asociada con los nucleoides calentados durante tiempos ortos 
se disocia despues de una incubaciôn de las células a 37'C durante 
menos de 5 minutos (Figuras 24-B y 25-B) , esta reparaciôn tan répida 
puede explicar porqué los nucleoides de las células que no se snfria- 
ron a O'C, despues de un breve tratamiento térmico ya no tiene: un 
coeficiente de sedimentaciôn tan bajo.
Si a las células tratadas por el calor durante tiempos cortos 
se les permite reparar el dano térmico a 37'C durante 60 minutas, 
los nucleoides muestran un ceunbio en su coeficiente de sedimentaciôn, 
desde 1600 S (5 minutes de reparaciôn a 37'C) hasta 1800 S, qœ es 
el coeficiente de sedimentaciôn de los nucleides sin calentar (Figu­
ras 24-C y 25-C); ademés, el pico de los nucleoides aparece m& agudo 
y por lo tanto mâs parecido a los nucleoides normales. El tienpo de 
reparaciôn compléta tambien coincide en este caso con el comieizo de 
la divisiôn celular despues del perïodo de reposo producido per el
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tratzuTviento térmico (Figura 22) .
En la Tabla 7 se observa la relaciôn entre el porcentaje de 
cëlulas capaces de recuperarse (en plaças) del dano producido por 
distintos tratamientos térmicos y el porcentaje de nucleoides que 
regresan a la poslcldn normal de los nucleoides sin calentar (y que 
liberaron la proteîna asociada por el tratamiento). Como indica 
esta tabla, el porcentaje de nucleoides capaces de regresar es muy 
semejante al nûmero de cêlulas capaces de reparar el dano térmico y 
de sobrevivir, lo que sugiere que la reparaciôn de la estructura del 
nucleoide es, por lo menos, uno de los procesos que se requieren 
para que la célula sea capaz de reiniciar el crecimiento y la divi- 
siôn.
La adiciôn de rifampicina a células sin calentar produjo un 
cambio en el coeficiente de sedimentacién de los nucleoides, de 
1800 S a aproximadcunente 1300 S despues de 5 minutes de incubacién a 
37®C y a 1000 S despues de 60 minutes (Figuras 26-B y D). La rifam­
picina es un inhibidor de la sîntesis de RNA y actûa en la RNA poli- 
merasa que es dependiente del DNAj su accién se ejerce uniéndose a 
la enzima libre e inhibiendo la iniciacifin de la transcripcién, pero 
no la terminaciôn de la sîntesis de RNA que hubiera empezado antes 
de la adicién de rifampicina. Los resultados sugieren que es necesa- 
ria la sîntesis de novo de RNA para mantener la estructura del nu­
cleoide, incluso en células que no estân creciendo (esto es supo- 
niendo que la ûnica accién de la rifampicina en la célula sea la 
inhibicién de la iniciaciôn de la transcripciôn). Dworsky (1973) 
ya demostré que el coeficiente de sedimentaciSn de los nucleoides
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TABLA VII
EFECTO DE LA REPARACION CELULAR EN LA VIABILIDAD 
y EN LA INTEGRIDAD DE LOS NUCLEOIDES.
Tratamiento
Térmico
t Recuperacién 
de Viabilidad
% Nucleoides 
Reparados
50°C, 5 min 90-100 >95
50°C, 30 min 50 60
50°C, 120 min 15 10
52°C, ZO min <1 0
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asoclados con menbrana disminufa cuando las cêlulas se trataban con 
rifampicina durante su crecimiento e incorporacifin de material 
radioactive.
Cuando se adicionaba rifampicina a las células durante la repa- 
raciCn del dano térmico (4 minutes, 50®C), el proceso de reparacién 
nunca se llegé a compléter (Figuras 26-C y E). Despues de 5 minutes 
a 37“C el coeficiente de sedimentacién de los nucleoides era de 
aproximadamente 600 S y despues de 60 minutes era de unes 1100 S, 
lo que indica la necesidad de una sîntesis de novo de RNA para que 
sea posible la reparacién compléta de la estructura del nucleoide 
como era de esperar de los resultados previos con los nucleoides sin 
calentar; sin embargo, parece que parte del proceso de reparacién 
ocurre incluso en presencia de rifampicina. AdemSs, cuando la repa- 
racién se hizo en presencia de rifampicina no se observé proteîna 
asociada con el nucleoide, lo que sugiere que la asociacién de pro- 
telna ocurre a través de la sîntesis de novo de RNA o esté relaciona- 
da con la integridad del nucleoide que a su vez depende de la slnte- 
sis de RNA, que es bloqueada por la rifampicina.
142
VI________CONCLUS lONES
1. Cuando las células de E. coll en crecimiento exponencial se 
tratan térmicamente durante menos de 5 minutes a 50®C y a continua- 
cién se enfrian inmediatamente a 0“C, el coeficiente de sedimentacién 
de sus nucleoides disminuye. Esta disminucién no se observa cuando 
se omite el enfriamiento a 0“C.
2. Si las células se tratan térmicamente a 50"C durante mâs de 6 
minutes, con o sin posterior enfriamiento, los nucleoides aparecen 
primeraraente asociados con proteîna y despues con su DNA desdoblado. 
Estes cambios estructurales se detectaron determinando la dependencia 
de los coeficientes de sedimentacién de la velocidad de centrifuga- 
cién.
3. La proteîna asociada con los nucleoides aumenté su coeficiente 
de sedimentacién.
4. La cantidad de proteîna asociada con los nucleoides aumenté con 
la duracién del tratamiento térmico.
5. La proteîna asociada con el nucleoide no pudo ser liberada cam- 
biando: a) la concentracién de lisoziroa o el tiempo de incubacién; 
b) la concentracién de sarkosyl o el tiempo de incubacién; c) la 
temperatura de lisis.
6. Aumentando la duracién del tratamiento térmico a 50°C aunenta
la tendencia de los nucleoides a agregarse. Cuando la centrifugacién 
de los nucleoides calentados a 50"C durante 30 minutes se llevaba 
a cabo a mâs de 4000 rpm, tambien tenla lugar la agregacién.
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7. A velocidades de centrifugacién menores de 4000 rpm, los nu­
cleoides calentados aparecen como una poblacién homogénea y no se 
puede detectar desdoblamiento diferencial entre ellos.
8. El coeficiente de sedimentacién de los nucleoides calentados 
asociados simultanéamente con membrana y proteîna es menos dependien­
te de la velocidad de centrifugacién que el de los nucleoides calen­
tados asociados con proteîna a 4000 rpm, pero forman tambien agrega- 
ciones por encima de 4000 rpm.
9. Los nucleoides sin calentar asociados con membrana parecen 
estar asociados a la membrana celular compléta.
10. Los nucleoides calentados asociados con proteîna no contienen 
fosfolîpidos de membrana.
11. La proteîna asociada con los nucleoides tratados térmicamente no 
es, o al menos no lo es exclusivamente, proteîna de membrana.
12. Cuando se lisan conjuntamente células tratadas y sin tratar 
térmicamente, los nucleoides calentados no interaccionan con los 
nucleoides sin calentar.
13. El bloquée de la sîntesis de proteîna parece ser létal para 
nuestra cepa de E. coli despues de la reparacién del dano térmico.
14. La reparacién de los nucleoides, despues del tratamiento tér­
mico, queda reflejada en la restauracién del coeficiente de sedimen­
tacién de los nucleoides sin calentar.
15. El porcentaje de nucleoides reparados es similar al porcentaje 
de células capaces de recobrar la capacidad de format colonies en 
plaças.
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16. Durante el perîodo de reparacién, los nucleoides primero repa- 
ran el desdoblamiento del DNA y despues liberan la proteîna asociada 
a los mismos.
17. La reparacién de los nucleoides despues de un calentamiento 
durante menos de 5 minutes a 50°C coincide con la reiniciacién del 
crecimiento celular.
18. La incubacién de células sin calentar con rifampicina produce 
una disminucién del coeficiente de sedimentacién de sus nucleoides.
19. La reparacién de los nucleoides de células tratadas térmicamente 
en la presencia de rifampicina es més lenta y no se llega a compléter 
totalmente.
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